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1. Einleitung 
 
 
1.1. Hepatozelluläres Karzinom (HCC) 
 
Das Hepatozelluläre Karzinom ist mit einer Häufigkeit von mehr als einer Million 
Fällen pro Jahr weltweit einer der häufigsten malignen Tumoren beim Menschen, 
wobei die Bevölkerung auf der südlichen Halbkugel davon wesentlich stärker 
betroffen ist. In Europa und Nordamerika treten jährlich 1-3 HCC pro 100.000 
Einwohner auf, in Afrika und Asien hingegen 50-150 HCC pro 100.000 Einwohner 
jährlich.  
 
In 60-90% der Fälle entwickelt sich das Hepatozelluläre Karzinom in einer zirrhotisch 
vorgeschädigten Leber. Als Risikofaktoren für die Entstehung eines solchen Tumors 
sind deshalb alle Vorgänge anzusehen, die zu einer Leberzirrhose führen, z.B. 
Infektionen mit dem Hepatitis-B- oder dem Hepatitis-C-Virus, alkoholtoxische und 
durch Medikamente verursachte Leberschäden, Autoimmunhepatitiden, 
metabolische Lebererkrankungen wie die Hämochromatose u.v.a. Eine bedeutende 
Rolle spielt außerdem das von Pilzen gebildete Aflatoxin B. 
Die bei weitem häufigsten Ursachen sind dabei in Europa Infektionen mit dem 
Hepatitis-C-Virus und die Alkohol-induzierte chronische Hepatopathie, in Afrika und 
Asien Infektionen mit dem Hepatitis-B-Virus und ausgeprägte Exposition gegenüber 
Aflatoxin B. Eine HCV-Infektion erhöht das Risiko an einem HCC zu erkranken um 
das bis zu 134fache im Vergleich zu Nichtinfizierten. 
 
Pathogenetisch handelt es sich um den Prozeß einer chronischen Entzündung im 
Wechsel mit Regeneration. Durch die Regenerationsvorgänge werden genetische 
Alterationen und damit die Karzinomentstehung begünstigt. 
 
Die Tumorzellen befallen selten lokale Lymphknoten, auch Fernmetastasen kommen 
kaum vor. Lokalrezidive sind dagegen ein häufiges Phänomen. 
Die Therapie eines Hepatozellulären Karzinoms ist schwierig, in vielen Fällen sind 
nur noch palliative Maßnahmen möglich. 
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Zur Verfügung stehen verschiedene medikamentöse Maßnahmen (palliativ), 
Hormontherapie und Immuntherapie (bei beiden ist der Erfolg fragwürdig), 
Leberteilresektion oder die Lebertransplantation. Bis vor kurzem waren die 
chirurgischen Verfahren die einzigen kurativen Ansätze, wobei es nur mit Hilfe einer 
Lebertransplantation möglich ist, die meist gleichzeitig bestehende Zirrhose ebenfalls 
zu heilen. Seit 1999 ist auch eine Leberlebendspende möglich. Das Problem bei der 
Leberteilresektion besteht im häufigen Auftreten von Lokalrezidiven.  
Andere Therapieoptionen, die bei inoperablen Patienten eine Alternative darstellen 
können, sind z.B. ultraschallgesteuerte perkutane Ethanolinjektion (PEI), Radio-
Frequenz-Thermo-Ablation (RFTA), transarterielle Chemotherapie (TAC) oder 
transarterielle Chemoembolisation (TACE).  
 
Die Prognose ist vor allem abhängig vom Differenzierungsgrad des HCC und einer 
evtl. vorhandenen Gefäßinvasion. Da das Karzinom bei der Diagnosestellung 
aufgrund seiner Ausdehnung meist schon inoperabel ist, geht die Erkrankung mit 
einer schlechten Prognose einher. Die mittlere Überlebenszeit beträgt bei 
nichtresektablen Patienten ungefähr sechs Monate. 
 
 
1.2.Tumorentstehung 
 
Normalerweise besteht ein Fließgleichgewicht zwischen Zellwachstum und 
Differenzierung einerseits und dem physiologischen Zelltod durch Apoptose 
andererseits. Auf diese Weise wird die Anzahl der Zellen konstant gehalten. Bei 
Störungen des Fließgleichgewichts werden mehr Zellen neu produziert als verloren 
gegangen sind. Diese zuviel produzierten Zellen können sich der Regulation 
entziehen, was zur Entstehung von benignen und malignen Tumoren führen kann.  
 
Tumoren sind genetische Erkrankungen, da das Genom von Tumorzellen durch eine 
Anhäufung von genetischen Veränderungen gekennzeichnet ist, die von einer 
Zellgeneration auf die nächste übertragen werden. Es existieren sog. Onkogene und 
Tumorsuppressorgene. Im normalen Zustand sind Onkogene für das Wachstum der 
Zelle zuständig, sie kodieren Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, 
Transkriptionsfaktoren und viele andere Proteine, die an einer Beschleunigung des 
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Stoffwechsels beteiligt sind (z.B. ras-, erb- u. myc-Onkogen). Produkte von 
Tumorsuppressorgenen regulieren die Transkription, induzieren die terminale 
Differenzierung, initiieren Apoptose und sorgen für die Reparatur der DNA und damit 
für die Stabilität des Genoms (z.B. Rb, p53, p16 u. p15). Wird durch eine Mutation 
ein Onkogen verstärkt aktiviert oder ein Tumorsuppressorgen inaktiviert, ist das ein 
Schritt hin zur Entwicklung eines Tumors. Es ist allerdings nie eine einzige 
Veränderung für die Tumorentstehung verantwortlich, es handelt sich dabei immer 
um ein multifaktorielles Geschehen.  
Die Veränderungen im Genom können durch chemische oder physikalische 
Mutagene entstehen, durch bestimmte Mikroorganismen hervorgerufen werden oder 
sporadisch auftreten. Mögliche Mechanismen sind Punktmutationen, Insertionen, 
Deletionen oder Translokationen der DNA. 
 
 
1.3. HCC und Molekularbiologie 
 
Molekularbiologisch gesehen ist das HCC eine multifaktorielle Erkrankung. Zu den  
genetischen Veränderungen, die bisher in HCC festgestellt wurden, zählen 
Genamplifikationen, Gendeletionen, Genmutationen und Reaktivierung von 
Telomerase-Aktivität. In späten Stadien der Tumorentwicklung wurden 
Chromosomen-Aberrationen entdeckt. Von mehr als 20 Genen sind Mutationen 
bekannt. Die wichtigsten von Veränderungen betroffenen Gene sind solche, die an 
der Zellzyklus-Regulation beteiligt sind ( z.B. Retinoblastom-Gen, Gene des INK4a-
ARF-Signalwegs und Zykline), Gene des p53-, Wnt-/Catenin-Signalwegs und der 
TGF-β-/IGF-Signaltransduktion (Tannapfel und Wittekind, 2002).  
Zyklin D1, pRb und p16 sind an der Regulation des Übergangs von der G1- in die S-
Phase des Zellzyklus beteiligt. RB-Gen-Mutationen wurden in 15% der untersuchten 
HCC gefunden, außerdem liegt die Frequenz für LOH des Chromosoms 13q (dort ist 
das RB-Gen lokalisiert) in HCC bei 25-48%. Eine Überexpression von Zyklinen 
wurde in 10-13% der HCC beobachtet. Die Amplifikation des Zyklin-D1-Gens und 
seine Überexpression sind mit aggressiven HCC assoziiert. In Versuchen mit 
transgenen Mäusen konnte nachgewiesen werden, daß eine Überexpression von 
Zyklin D1 ausreicht, um die Karzinogenese in Hepatozyten zu initiieren. Eine 
Inaktivierung von p16, entweder als Folge von LOH des Chromosoms 9p oder de-
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novo-Methylierung des Promotors, wurde in etwa 60% der HCC festgestellt. Der 
INK4a-ARF-/p53-Signalweg ist in 86% der HCC unterbrochen, durch p53-Mutationen 
oder INK4a-ARF-Inaktivierung.  
p53-Mutationen wurden weltweit in 30% der Fälle gefunden, wobei es sich dabei 
ausschließlich um somatische Mutationen handelt.  
Der Wnt-Signalweg kann durch Mutationen des β-Catenin-Gens oder durch eine 
inaktivierende Mutation des Axin-Gens aktiviert werden. Somatische Mutationen von 
β-Catenin wurden in 19-26%, Axin-Mutationen in 10% der HCC gefunden. E-
Cadherin ist selten mutiert, ein Funktionsverlust als Folge von LOH oder de-novo-
Methylierung ist dagegen häufig (30% der Fälle).  
Die Gene von Smad2 und Smad4, Bestandteile der TGF-β-Signaltransduktion, sind 
in 10% der HCC verändert. Darüber hinaus wurden Mutationen des TGF-β-RII 
gefunden. Alle diese Veränderungen können zu einem Abbruch der 
Signaltransduktion führen.  
Eine Deregulierung der IGF-Achse, durch LOH und Mutationen des M6P-/IGF2-
Rezeptors, wurde in 30% der HCC festgestellt.  
Außerdem wurden gehäuft Defekte im DNA-Reparatur-System und eine Telomerase-
Aktivierung festgestellt.  
Qin und Tang versuchten in einem Review (Qin und Tang, 2002), die Bedeutung von 
verschiedenen molekularen Markern für die Prognose von HCC herauszuarbeiten. 
Dazu gehörten auch die Faktoren der oben genannten Signalwege, die nachweislich 
in HCC verändert sind. Darüber hinaus wurden Onkogene und ihre Rezeptoren (z.B. 
ras, c-myc, c-fms, HGF, c-met und Mitglieder der erb-B-Rezeptor-Familie), 
Adhäsions-Moleküle, Bestandteile der extrazellulären Matrix und Angiogenese-
Faktoren (VEGF und PD-ECGF) beurteilt. Zusammenfassend gibt es eine große 
Anzahl möglicher prognostischer Marker für HCC, aber keiner von ihnen hat sich als 
spezifisch genug erwiesen, um in der Praxis eine breite Anwendung zu finden.  
 
 
1.4. TGF-β-Signaltransduktion 
 
TGF-β bindet an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfläche, in der Zelle wird das 
Signal über sog. Smad-Proteine bis zum Zellkern weitergeleitet. Dort werden 
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Transkriptionsfaktoren aktiviert, die für die Aktivierung von speziellen Genen sorgen 
(Heldin et al., 1997). 
TGF-β hat unter anderem die Aufgaben eines Tumorsuppressors, beispielsweise 
hemmt es die Zellproliferation (Markowitz und Roberts, 1996). 
Eine Deregulierung der TGF-β-Signaltransduktion kann zur Tumorentstehung 
beitragen. 
 
1.4.1. Transforming Growth Factor β (TGF-β) 
 
TGF-β ist ein multifunktionelles Zytokin, das Wachstum, Differenzierung, Migration, 
Adhäsion, Apoptose und Morphogenese von verschiedenen Zelltypen reguliert. Das 
betrifft vor allem Epithelzellen, Endothelzellen von Gefäßen, hämatopoietische Zellen 
sowie B- und T-Lymphozyten. 
Auf molekularbiologischer Ebene führt der Einfluß von TGF-β zu einem Arrest des 
Zellzyklus in der G1-Phase. Es hemmt dadurch das Zellwachstum und fördert die 
Differenzierung, wirkt also im Sinne eines Tumorsuppressors. 
Es gehört zu einer Gruppe von Zytokinen, der sog. TGF-β-Superfamily, die 
außerdem Inhibine, Activin A, BMP (bone morphogenetic proteins), AMH (anti-
Müllerian hormone), dpp (decapentaplegic) und Vg-1 umfaßt. 
 
Die Identifizierung von TGF-β als Faktor, der das Wachstum von Fibroblasten der 
Rattenleber induziert, gelang Massagué et al. 1990. Er ist beteiligt bei 
Wundheilungsprozessen, Ablagerung von extrazellulärer Matrix, Zellmigration und –
adhäsion und bei der Erleichterung von synaptischer Übertragung (Lyons und 
Moses,1990; Massagué 1990; Roberts und Sporn,1990; Yingling et al.,1995; Zhang 
et al.,1997). Darüber hinaus spielt TGF-β eine Rolle bei Immunsuppression, 
Onkogenese und Entwicklung (Padgett et al.,1987). Störungen in der TGF-β-
Signalkette sind beteiligt an der Pathogenese von Arthritis, Arteriosklerose, 
Glomerulonephritis und hereditärer Teleangiektasie sowie an der Karzinogenese (Hu 
et al.,1998).   
 
Es existieren drei Isoformen von TGF-β beim Menschen, TGF-β-1, -2 und -3, wobei 
TGF-β-1 die vorherrschende Isoform ist und ubiquitär vorkommt.  
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1.4.2. TGF-β-Rezeptoren 
 
TGF-β bindet an spezifische Rezeptoren auf der Zellmembran (Bassing et al., 1994; 
Franzen et al., 1993; Gougos und Letarte et al., Heldin et al., 1997; Lin et al., 1992; 
Lopez-Casillas et al., 1991; Mason et al., 1985; Massagué et al., 1990; Segarini, 
1993; Wang et al., 1991).  Drei TGF-β-Rezeptoren wurden identifiziert (Typ I, II, und 
III), hauptsächlich TGF-β-Rezeptor I und II sind an der TGF-β-Signaltransduktion 
beteiligt. Beide Rezeptoren sind relativ kleine Glykoproteine (53-75 kDa) und liegen 
als Dimere vor. Strukturell sind sie eng verwandt, beide sind transmembranäre 
Serin/Threonin-Kinasen. TGF-β-RII bindet den Liganden  und bildet dann einen 
heterotetrameren Komplex mit TGF-β-RI. TGF-β-RI wird durch TGF-β-RII 
phosphoryliert, wobei die Typ-I-Rezeptor-Kinase aktiviert wird, die am Anfang der 
intrazellulären Signalkaskade steht. 
 
1.4.3. Intrazelluläre Mediatoren 
 
Die intrazelluläre Signaltransduktion wird über Smad-Proteine vermittelt. Das erste 
Smad-Protein, das identifiziert wurde, war das Translationsprodukt des Drosophila-
Gens Mad = mothers against dpp (Raftery et al., 1995; Sehelsky et al., 1995). Zur 
Zeit sind bei Säugetieren acht verschiedene Smad-Proteine bekannt, die in drei 
Subtypen aufgeteilt werden können: 
Receptor-regulated Smads (R-Smads), common–mediator Smads (Co-Smads) und 
inhibitorische Smads (I-Smads). Smad2 und Smad3 sind die R-Smads der TGFβ-
Signalkaskade (Eppert et al., 1996; Macias-Silva et al., 1997; Nakao et al., 1997b; 
Zhang et al., 1996), Smad1, Smad5 und Smad8 fungieren als R-Smads für BMP 
(Chen et al.,1997; Chen und Massagué, 1999; Macias-Silva et al., 1998; Tamaki et 
al., 1998; Thomsen, 1996). Smad4 ist das einzig bekannte Co-Smad bei 
Säugetieren, Smad6 und Smad7 sind I-Smads, Smad6 für BMP, Smad7 für TGFβ. 
Smad-Proteine sind charakterisiert durch zwei homologe Regionen an ihren N- und 
C-terminalen Enden, MH1 und MH2, diese sind über eine weniger konservierte, 
Prolin-reiche Region verbunden. Die MH1-Domäne spielt eine wichtige Rolle beim 
Anlagern der Smad-Proteine an spezifische DNA-Sequenzen und bei der Interaktion 
mit nukleären Proteinen. Die MH2-Domäne ist verantwortlich für die Interaktion mit 
Rezeptoren, die Bildung von Smad-Oligomeren, die Assoziation mit verschiedenen 
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DNA-bindenden Proteinen und die Transkriptionsregulation. I-Smads besitzen die 
homologe MH2-Domäne (Piek et al., 1999), die MH1-Domäne ist nur rudimentär 
vorhanden. 
 
Smad2 oder Smad3 werden direkt vom TGF-β-I-Rezeptor phosphoryliert und bilden 
daraufhin einen Komplex mit Smad4. Dieser Komplex gelangt in den Zellkern und 
reguliert dort die Expression/Transkription von verschiedenen Genen (Derynck et al., 
1998; Heldin et al., 1997; Kretzschmar und Massagué 1998). Gleichzeitig kann durch 
TGF-β die Expression von inhibitorischem Smad7 induziert werden, das die 
Phosphorylierung von R-Smads blockiert und so dafür sorgt, daß es nicht zu einer 
überschießenden Reaktion kommt. 
 
Zu den Genen, die auf diese Weise von TGF-β induziert werden, gehören Zellzyklus-
Regulatoren wie p15 und p21, die inhibitorisch auf die CDK (cyclin-dependent 
kinase) wirken, und Transkriptionsregulatoren wie c-Jun und c-Fos. Reprimiert 
werden dagegen c-Myc, Cdc25A und Zyklin A. 
 
1.4.4. Intrazelluläre Antagonisten 
 
Smad6 (Imamura et al., 1997) und Smad7 (Nakao et al.,1997) sind Antagonisten von 
Zytokinen der TGF-β-Familie. Smad7 wurde als ein EST (expressed sequence tag) 
aus einer cDNA-Bank isoliert, die auf der Grundlage von laminarem Scher-Streß 
erstellt wurde. Smad6 spielt eine Rolle in der Signalkaskade von BMP. Beide 
interagieren mit dem intrazellulären Abschnitt der Signaltransduktion. Im Falle von 
Smad7 wird die Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 durch den TGF-β-I-
Rezeptor verhindert (Hayashi et al., 1997; Nakao et al., 1997a; Topper et al., 1997). 
Damit werden alle folgenden Schritte blockiert. Die Expression von Smad7-mRNA 
kann durch TGF-β selbst induziert werden, gleichzeitig mit dem Ablauf der 
aktivierenden Signalkaskade (Afrakhte et al., 1998; Nakao et al., 1997a; Tsuneizumi 
et al., 1997). Hier liegt also ein Regelkreislauf mit negativer Rückkopplung vor, der 
überschießende Antworten auf eine Stimulation mit TGF-β verhindert. 
Die Expression von Smad7 kann außerdem noch von EGF, IFNγ, 
Lipopolysacchariden, IL-1β und TNFα induziert werden (Afrakhte et al., 1998; Bitzer 
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et al., 2000; Ulloa et al., 1999), was einen sogenannten crosstalk des TGF-β-
Signalwegs mit anderen Signalwegen bedeutet.  
 
1.5. TGF-β und Tumorentstehung 
 
TGF-β ist ein multifunktionelles Zytokin. Daher spielt es verschiedene Rollen bei der 
Entstehung von Tumoren. Einerseits hemmt es DNA-Synthese und Zellproliferation, 
induziert Zelldifferenzierung und Apoptose, andererseits ist es an Angiogenese und 
Hämatopoiese beteiligt. Es kann also hemmende und fördernde Einflüsse auf Zellen 
haben, abhängig vom Zelltyp. Bei der Tumorentstehung wurde bisher ein 
wachstumshemmender und damit tumorsupprimierender Effekt von TGF-β 
angenommen. Tumorzellen zeigen häufig Veränderungen, die es ihnen möglich 
machen, dem antiproliferativen Einfluß von TGF-β zu entkommen, z.B. über 
Inaktivierung der Komponenten der Signalkaskade durch Mutationen oder durch 
dysregulierte Expression (Markowitz and Roberts, 1996). Diese Tumorsuppressions-
These wurde durch zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen soliden Tumoren 
und Tumorzellinien scheinbar bestätigt, in denen Veränderungen in der TGF-β-
Signalkaskade festgestellt wurden. Der TGF-β-Rezeptor II ist häufig in Kolon- und 
Magen-Karzinomen mutiert, Mutationen im Smad4-Gen konnten in hoher Frequenz 
in Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden. Eine Überexpression des TGF-β-
Antagonisten Smad7 findet in Pankreaskarzinomen statt. Neuere Untersuchungen 
zeigen, daß TGF-β in den frühen Phasen der Tumorentwicklung zur 
Tumorentstehung beiträgt, indem es seinen antiproliferativen Effekt überwiegend auf 
die Zellen des umgebenden Gewebes ausübt, weniger auf die Tumorzellen selbst.  
Dadurch wird die Tumorentstehung begünstigt (Akhurst und Derynck, 2001).  
Tumorzellen zeigen in fortgeschrittenen Stadien eine erhöhte Sekretion von TGF-β. 
Das in diesem Stadium tumoreigene Zytokin scheint den Zellen einen 
Selektionsvorteil zu verschaffen, indem es die Angiogenese induziert, ihnen hilft, die 
Immunabwehr zu umgehen und weitere Invasion und Metastasierung erleichtert 
(Akhurst und Balmain, 1999; Reiss, 1999). Die wachstumshemmende Wirkung auf 
die umgebenden Zellen, die nicht TGF-β-refraktär sind, fördert die weitere Selektion 
von malignen Zellen und damit die Progression des Tumors in Richtung 
entdifferenzierter Stadien.  
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Eine Überexpression von Smad7 kann zur Insensitivität gegenüber TGF-β führen. 
Außerdem kann es durch Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs zu einer 
Reduzierung oder einem Abbruch der Wachstumskontrolle durch TGF-β kommen. 
Die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs kommt während der Karzinogenese 
vor. Eine andere Möglichkeit ist die Überexpression von Zyklin D. Jong et al. (2002) 
fanden eine Amplifizierung und Überexpression des Zyklin D1-Gens in der Hälfte der 
von ihnen untersuchten TGF-β-resistenten HCC-Zellinien. Zyklin D1 fördert den 
Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase und ist damit ein positiver 
Wachstums-Regulator. Veränderungen des Zyklin D1-Gens scheinen in die 
Karzinogenese vieler verschiedener Tumoren verwickelt zu sein, daher ist es gut 
möglich, daß es die Rolle eines Onkogens spielt. Eine Resistenz gegenüber TGF-β 
muß also nicht zwangsläufig auf Störungen in der TGF-β-Signalkaskade, wie z.B. 
Veränderungen der TGF-β-Rezeptoren oder der Smad-Proteine oder eine 
Überexpression von Smad7, zurückzuführen sein, sondern kann auch durch andere 
Mechanismen ausgelöst werden.  
 
 
1.5.1. Molekulare Mechanismen der TGF-β-Resistenz bei menschlichen  
          Tumoren 
 
Eine Unterbrechung der TGF-β-Signalkaskade führt zu einem Verlust des Einflusses 
von TGF-β auf die Zelle. Die Unterbrechung der Signalkaskade kann auf jeder Stufe 
entstehen und trägt zur malignen Transformation der betroffenen Zelle bei. 
 
1.5.1.1. TGF-β-Rezeptoren 
 
Bisher wurden sowohl Veränderungen im Genom von TGF-β-RII als auch von TGF-
β-RI gefunden, wobei Veränderungen des TGF-β-RII scheinbar häufiger sind. 
TGF-β-RII-Mutationen kommen vor bei HNPCC (hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer), Kolon- und Magenkarzinomen, kutanem T-Zell-Lymphom, Gliomen, 
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich, Cervix- und Ovarialkarzinomen. 
In Zellinien von kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Ösophagus-Karzinomen und 
Mammakarzinomen wurde ein Verlust der TGF-β-RII-Expression festgestellt 
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(DeJonge et al., 1997; Garrigue-Antar et al., 1996; Chen et al., 1999; Kalkhoven et 
al., 1995; Lin et al., 1992).  
TGF-β-RI-Mutationen treten mit niedriger Frequenz in Pankreas- und 
Gallenwegskarzinomen und in Mammakarzinomen auf (Goggins et al., 1998; Chen et 
al.,1998). 
 
1.5.1.2. Intrazelluläre Mediatoren  
 
Mutationen im Gen von Smad4 spielen eher eine Rolle bei der Progression von 
Tumoren, weniger in der Phase der Initiierung. Der Verlust eines Allels von Smad4 ist 
ein relativ häufiges Ereignis im Rahmen der Entstehung verschiedener Tumoren und 
geht mit höherer Mortalität und einem erhöhten Metastasierungsrisiko einher 
(Schutte et al., 1996). 
Smad4 wurde zuerst als das Tumorsuppressorgen DPC4 (deleted in pancreatic 
carcinoma) identifiziert. In 40% der untersuchten Proben war es deletiert oder 
funktionell inaktiviert (Hahn et al., 1996). In kolorektalen Karzinomen fanden sich 
ebenfalls Deletionen oder eine funktionelle Inaktivierung des Gens (Thiagalingam et 
al., 1996). Außerdem sind Keimbahn-Mutationen von Smad4 eine Ursache der 
familiären juvenilen Polyposis, einer autosomal dominant vererbten Erkrankung mit 
Prädisposition zu hamartomatösen Polypen und gastrointestinalen Karzinomen 
(Howe et al., 1998; Friedl et al., 1999). Eine geringere Frequenz von Mutationen 
findet sich bei hepatozellulären Karzinomen, Akuter myeloischer Leukämie, 
Lungenkarzinomen, Mammakarzinomen, Ovarialkarzinomen und 
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich (Yakicier et al., 1999; Imai et al., 
2001; Takei et al., 1998; Schutte et al., 1999; Takakura et al., 1999; Frank et al., 
1997; Kim et al., 1996).  
 
Mutationen von Smad2 finden sich in einem geringen Anteil von kolorektalen, 
hepatozellulären und Lungenkarzinomen (Eppert et al., 1996; Yakicier et al., 1999; 
Uchida et al., 1996).  
 
Bisher wurden noch keine strukturellen Veränderungen von Smad3 in menschlichen 
Malignomen gefunden (Arai et al., 1998; Bevan et al., 1999; Roth et al., 1999; Wang 
et al., 1999).  
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1.5.1.3. Intrazelluläre Antagonisten  
 
Smad6 und Smad7 sind potentiell in der Lage, in der Zelle die Funktion eines 
Onkogens zu übernehmen. Eine Überexpression von Smad6 und Smad7 wurde in 
menschlichen Pankreaskarzinomen beschrieben (Kleeff et al., 1999a und 1999b), 
eine Überexpression von Smad6 in Prostata-Karzinomen bei Ratten (Brodin et al., 
1999). 
 
1.6. Zielsetzung der Arbeit 
 
Nicht nur der Ausfall von Protagonisten der TGF-β-Signalkaskade kann zur 
Entwicklung von Tumoren führen, sondern möglicherweise auch die Überexpression 
von Antagonisten. 
 
Für die TGF-β-Signalkaskade bedeutet das, daß nicht nur eine Inaktivierung der 
agonistisch wirkenden Teile die Tumorentstehung begünstigt, sondern daß auch eine 
Überfunktion des Antagonisten Smad7 bei der Karzinogenese beteiligt sein kann. 
Untersuchungen von Kleeff et al. 1999 mit Pankreaskarzinomen weisen in diese 
Richtung. 
Da TGF-β und seine Signalmediatoren in der Leber eine herausragende Rolle 
spielen und das TGF-β-System insgesamt bei 25% aller HCC beteiligt zu sein scheint 
(Ozturk et al., 1999), wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression von Smad7 in 
menschlichen HCC untersucht. In 16 von 20 HCC war Smad7 überexprimiert im 
Vergleich zu normalem Lebergewebe. In der Annahme, daß einer Smad7-
Überexpression möglicherweise eine Mutation in der Promotorregion des Gens 
zugrunde liegt, wurde ein Teil der Promotorregion mit Hilfe von SSCP- und 
Sequenziertechnik untersucht. Es wurde eine hochkonservierte Region des 
Promotors ausgewählt, die bei Mensch, Ratte und Maus gleich ist. Außerdem ist 
diese Region wichtig für die basale Aktivität des Smad7-Gens und für die TGF-β-
abhängige Stimulierung des Gens (Stopa et al., 2000a). Mutationen in solch einer 
Region zeigen eher Auswirkungen als solche in weniger konservierten Bereichen. Es 
konnte jedoch weder in den SSCP-Analysen noch in den Sequenzierungen eine 
Mutation nachgewiesen werden.  
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1. Material 
 
2.1.1. Gewebeproben 
 
Es wurden 20 verschiedene Proben aus menschlichen HCC untersucht. Zur Kontrolle 
diente normales Lebergewebe der gleichen Patienten. 14 Proben stammen aus 
Deutschland, 6 aus China.  
Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme in flüssigem Stickstoff 
tiefgefroren und bei -80°C bis zur Bearbeitung aufbewahrt.  
 
2.1.2. PCR-Primer  
 
Als Primer für die genomische PCR wurden verwendet:  
hS7prom (-272): 5´-CTCCGCTCGGCTGGTTCCACTG-3´ 
hS7prom (-399): 5´-GAAATAGCTTTTAGAAACCCGATC-3´ 
(Hersteller: OligoFactory Weiterstadt, PE Biosystems, Deutschland) 
 
Als Primer für die SSCP-Analyse wurden verwendet: 
hS7prom (-272): 5´-FAM-CCCTCCGCTCGGCTGGTTCCACTG-3´ 
hS7prom (-399): 5´-HEX-GAAATAGCTTTTAGAAACCCGATC-3´ 
(Hersteller: OligoFactory Weiterstadt, PE Biosystems, Deutschland) 
 
Als Primer für die RT-PCR wurden verwendet: 
hS7 for: 5´-GGCCGAACCAGAACCAATTA-3´ 
hS7 rev: 5´-AGCTTAACACACAGGATGGGA-3´ 
(Hersteller: MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) 
 
Alle Primer-Sequenzen wurden mit dem  primer3 program (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) ausgewählt. 
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2.1.3. DNA-Sonden 
 
Als Hybridisierungssonden für die RT-PCR wurden verwendet:  
5´-LC 640-CCCGGACTTAGAAAACCAGCTCAGCACTGCCT-Ph 
5´-CCCTGCCTGCCCTGGTGACATCAGGTTTT-X 
LC 640 = Lightcycler Red 640 
X = Fluorescein 
(Hersteller: Boehringer Mannheim, Deutschland) 
 
Die Smad7-Hybridisierungssonde für die Northern-Blot-Analyse wurde mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme EcoR 1 und Xho 1 aus einem Flag-Smad7-Expressionskonstrukt  
gewonnen, die GAPDH-Hybridisierungssonde wurde aus pKS321 19 isoliert 
(Tokunaga et al., 1987).  
 
 
2.2. RNA-Bearbeitung 
 
 
2.2.1. RNA-Isolierung aus Gewebe  
 
Verwendet wurde TRIZOL-Lösung von Gibco BRL/Life Technologies, USA. 
Vorgehen nach dem Protokoll des Herstellers.  
Die isolierten Proben können bei -20°C oder bei -70°C aufbewahrt werden. 
Konzentrationsbestimmung:  
Die isolierte RNA 1:10 bzw. 1:50 mit RNase-freiem Wasser verdünnen und  
photometrisch die Konzentration der Proben bestimmen, z.B. mit dem GeneQuant  
von Pharmacia (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland). 
 
2.2.2. RNA-Probegel  (Agarose-Formaldehyd-Gelelektrophorese) 
 
Das Probegel dient der Überprüfung der Intaktheit der isolierten RNA. 
1-3 µg der RNA-Proben auf einem 1%igen Agarose-Formaldehyd-Gel 
elektrophoretisch auftrennen. Elektrophoresedauer: ca. 60 bis 90 Minuten bei 70 
Volt. 
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Formaldehyd inaktiviert die RNasen und hält die RNA während der Elektrophorese 
im denaturierten Zustand. Als Kriterium für die Intaktheit der RNA wird die 
Anwesenheit der Banden für die beiden ribosomalen RNAs, 18S und 28S-rRNA 
sowie die Intensitätsverhältnisse dieser beiden Banden zueinander überprüft. Dabei 
soll die Bande der 28S-rRNA intensiver sein als die der 18S-rRNA. 
 
 
2.2.2.1. Herstellung eines 1%igen Agarose-Formaldehyd-Gels: 
 
0,3 g Seakem-Agarose (FMC Bioproducts, Rockland, USA) 
3,0 ml 10x MOPS-Puffer 
ad 30 ml H2Odd 
 
In der Mikrowelle 3 x hintereinander kurz aufkochen lassen, dann auf 60°C abkühlen 
lassen. 
Zugabe von 5 ml Formaldehyd (37%) unter dem Abzug. Mischen und Gel gießen. 
 
 
2.2.2.2. RNA-Probenansatz für das Gel 
 
2,0 µl 10x MOPS-Puffer 
1,0 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml, 1:10 verdünnt) 
10 µl Formamid deionisiert (bei -20°C gelagert) 
3,5 µl Formaldehyd (37%) 
2,0 µl Bromphenolblau-Ladepuffer 
1-3 µg RNA-Probe 
 
10-15 Minuten bei 55-65°C im Wasserbad inkubieren. 
Bis zum Gelauftrag auf Eis stellen. 
 
Gellaufpuffer: 1x MOPS 
 
 
17  
2.2.2.3. Lösungen für RNA-Probegel und Northern Blot  
 
10x MOPS-Puffer: 
200 mM MOPS (3´Morpholino-propanesulfonic acid) 
50 mM Natriumacetat 
10 mM Na2EDTA 
Ad 1 l H2Odd 
Anschließend pH-Wert mit Natriumhydroxid-Plätzchen (25-30 Stück) auf 7,0 
einstellen. 
Autoklavieren und lichtgeschützt aufbewahren. 
 
Ethidiumbromid-Stammlösung (10mg/ml): 
100 mg Ethidiumbromid in 10 ml H2Odd lösen. 
Lichtgeschützt bei 4°C lagern. 
 
Formamid (deionisiert): 
5 g Ionenaustauscher (BIORAD AG 501 X8) 
50 ml Formamid 
2 Stunden rühren, dann 2x durch Whatman-Papier Nr.1 filtrieren. 
In 1 ml Aliquots bei -20°C lagern. 
 
Bromphenolblau-Ladepuffer 10x (5 ml): 
0,5 ml 10x MOPS 
3,5 ml Glyzerin 
2,5 mg Bromphenolblau 
2,5 mg Xylencyanol 
1,0 ml 100 mM EDTA 
 
STE-Puffer (1 l) 
100 mM NaCl 
20 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
10 mM EDTA  
Ad 1 l  H2Odd 
Autoklavieren.   
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2.2.3. Northern-Blot-Analyse 
 
2.2.3.1. Northern-Blot-Gel 
 
2.2.3.1.1. Herstellung eines 1%igen Agarose-Formaldehyd-Gels (90 ml 
Volumen): 
 
0,9 g Seakem-Agarose (FMC Bioproducts, Rockland, USA) 
9 ml 10x MOPS  
ad 90 ml mit H2Odd 
In der Mikrowelle 3 x kurz aufkochen, dann auf 60°C abkühlen lassen. 
Unter dem Abzug Zugabe von 14 ml Formaldehyd (37%). Mischen. 
Gel gießen. 
 
2.2.3.1.2. RNA-Probenansatz für das Northern-Blot-Gel: 
 
2 µl 10x MOPS 
1 µl Ethidiumbromid 
10 µl Formamid deionisiert 
3,5 µl Formaldehyd (37%) 
10-15 µg RNA-Probe 
 
Probenansatz 10-15 Minuten bei 55-65°C im Wasserbad inkubieren.  
Bis zum Gelauftrag auf Eis stellen. 
Zur Kontrolle des Laufverhaltens in die beiden äußeren Geltaschen keine RNA-
Proben auftragen, sondern jeweils 5 µl Bromphenolblau-Ladepuffer einfüllen. 
 
Gellaufpuffer: 1x MOPS 
 
Elektrophoresedauer: 150 bis 210 Minuten bei 100 bis 120 Volt. 
 
Für den Northern Blot wurden jeweils 15 µg komplette RNA eingesetzt. Als 
Hybridisierungssonden dienten eine Smad7-Sonde, die mit den Restriktionsenzymen 
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Eco RI und XhoI aus einem Flag-Smad7-Expressionskonstrukt gewonnen wurde 
(Nakao et al., 1997), und eine GAPDH-Sonde, die aus dem Plasmid pKS321 19 
(Tokunaga et al., 1987) stammt.  
 
 
2.2.3.2. Northern-Blot-Aufbau 
 
1. Northern-Blot-Gel  2 x 5 Minuten in 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) inkubieren. 
2. Fotografieren des Gels auf Transilluminator, zusammen mit einem Lineal, dessen  
Nullpunkt an die Geltaschen angelegt wird. 
3. Eine Wanne mit 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) vorbereiten. Auf die Pufferwanne 
eine Glasplatte legen, die in der Länge kleiner ist als die Pufferwanne, so daß die 
Pufferwanne  an beiden Seiten der Glasplatte frei ist. 
4. Einen Streifen Whatmanpapier auf die Breite des Gels zurechtschneiden und auf 
die Glasplatte legen. Mit 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) befeuchten und eine 
Brücke zwischen Glasplatte und Pufferwanne bilden. 
5. Gel auf die Brücke legen, mit der Öffnung der Taschen nach unten. 
6. Nylonmembran (NEN Du Pont, Boston, USA) möglichst exakt auf die Größe des 
Gels zurechtschneiden, in 25 mM Phosphatpuffer (pH 6,5) tränken und auf das 
Gel legen, ohne daß Luftblasen zwischen Gel und Membran entstehen.  
7. Um das Gel herum ca. 1-2 cm breite Parafilmstreifen  legen, die mit ca. 0,5 cm 
unter das Gel ragen.  
8. Die obere rechte Ecke der Nylonmembran als Orientierungshilfe abschneiden. 
9. Auf die Nylonmembran ein Stück mit 25 mM Phosphatpuffer getränktes 
Whatmanpapier  (in der gleichen Größe wie die Membran) legen, darauf dann 
noch zwei weitere Stücke trockenes Whatmanpapier. 
10. Darauf einen Satz Papierhandtücher legen. 
11. Mit einer Glasplatte und einem Gewicht beschweren. 
12. Mindestens 12 Stunden blotten! 
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2.2.3.3.  Northern-Blot-Abbau und Crosslinking der Membran 
 
1. Abbau bis zur Nylonmembran. 
2. Mit einem wasserfesten Stift die Geltaschen markieren. 
3. Die Nicht-RNA-Seite der Membran 1 Minute lang in 50 mM Phosphatpuffer (pH 
7,2) schwenken. 
Membran nur mit Handschuhen und Pinzette anfassen! 
4.  Membran zwischen zwei Streifen trockenes Whatmanpapier legen. Auf diese     
      Weise wird die überschüssige Flüssigkeit entfernt. 
5. Membran mit der RNA-Seite nach oben im UV-Stratalinker crosslinken. Die RNA 
wird dadurch auf der Nylonmembran festgebunden. 
6. Membran anschließend mit Lineal auf dem Transilluminator fotografieren. Der 
Nullpunkt des Lineals liegt den Geltaschen an. 
7. Membran bis zur Hybridisierung zwischen Whatmanpapier aufbewahren oder in 
Folie einschweißen, falls der Blot länger aufbewahrt werden soll. 
 
 
2.2.3.4.  Radioaktive Markierung der Sonde 
 
Nach dem Protokoll von Gibco BRL/Life technologies (Rockville, USA) mit dem 
Random Primer Labeling Kit. 
 
 
2.2.3.5.  Reinigung der Sonde mit Säulen  
 
Zum Aufreinigen die „Pushcolumns“ von Stratagene (Austin/LaJolla, USA) 
verwenden.  
 
1. Die blauen Kappen von den kleinen Säulen entfernen. 70 µl STE-Puffer an den  
      Rand oben auf die Säule pipettieren. Aufgezogene Spritze auf die Säule drehen   
      und Luft durchdrücken, bis ein kleiner Tropfen des Puffers am unteren Ende der  
      Säule erscheint. Spritze wieder abdrehen. 
2.   Säule in die Stratagene-Plexiglassäule stellen. So befestigen, daß sie in das  
Eppendorfgefäß mündet. 
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3.   Beenden der Markierungsreaktion durch Zugabe von 5 µl Stop-Puffer  
       (0,5 M EDTA, pH 8,0). 
4.  15 µl STE-Puffer zu der markierten Probe dazu pipettieren. Das Gesamtvolumen     
     beträgt jetzt 70 µl.  
5. Die Sonde komplett (70 µl) auf die Säule pipettieren. Aufgezogene Spritze 
aufstecken und festdrehen. Den Plexiglasaufsatz aufsetzen, herunterdrücken und 
leicht umdrehen. 
Dadurch wird die Sonde durch die Säule gedrückt. 
6. Kurze Zeit warten, dann Aufsatz und Spritze wieder abdrehen.  
7. Mit 70 µl STE-Puffer nachwaschen. Nochmals mit aufgezogener Spritze Luft 
durchdrücken. 
8. Das letzte Mal nur Luft durchdrücken. 
 
 
2.2.3.6.  Radioaktive Hybridisierung 
 
1. Genescreen-Hybmix zum Lösen kurz erwärmen. 
2. 10 ml in die Hybridisierungsröhre pipettieren. 
3.   Den Filter in H2Odd anfeuchten und zusammenrollen, in die Röhre einbringen und 
      langsam ausrollen. Unter dem Filter dürfen sich keine Luftblasen befinden! 
4.   Im Hybridisierungsofen mindestens 30 Minuten bei 65°C prähybridisieren. 
5. Die radioaktive Sonde 10 Minuten im Wasserbad bei 100°C denaturieren, danach  
      kurz herunterzentrifugieren. 
6. Anschließend die Sonde schnell in die Hybridisierungsröhre geben, um 
Rehybridisierung zu vermeiden. 
7. Hybridisierung für mindestens 18 Stunden bei 65°C im Hybridisierungsofen. 
 
 
2.2.3.7.  Waschen der Membran und Autoradiographie 
 
1. Sonde abschütten. Falls sie erneut verwendet werden soll, in einem  
     entsprechenden Schutzgefäß aufbewahren und einfrieren. 
2. Es folgen drei Waschschritte: 
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1. 50 ml 250 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) und 2,5 ml 20% SDS für 15 Minuten 
im Ofen bei 65°C. 
2. 50 ml 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) und 2,5 ml 20% SDS für 15 Minuten 
im Ofen bei 65°C. 
3. 50 ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,2) und 2,5 ml 20% SDS für 15 Minuten im 
Ofen bei 65°C. 
3. Zum Schluß kurz in H2Odd schwenken. 
4. Filter in eine Schale mit H2Odd legen.  
5. Feuchten Filter in eine Plastikfolie einschweißen. 
6. Filter in eine Kassette legen und Röntgenfilm auflegen. 
7. Bei -80°C über Nacht inkubieren. (Die Expositionszeiten sind häufig 
unterschiedlich und müssen ausgetestet werden.) 
8. Entwickeln des Films. 
 
 
2.2.4. Zwei-Schritt-RT-PCR mit dem LightCycler 
 
Zur Analyse der Expression von Smad7 wurde eine Zwei-Schritt-RT-PCR mit dem 
LightCycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland) durchgeführt.  
 
Prinzip der Analyse: 
Die isolierte RNA wird in cDNA umgeschrieben. Eine definierte Menge der cDNA wird 
als Template für die PCR im LightCycler eingesetzt. Zusätzlich zu allen 
Komponenten, die für eine konventionelle PCR benötigt werden, werden zwei 
verschiedene Hybridisierungssonden (hybridization probes) benutzt. Diese Sonden 
sind sequenzspezifisch und mit zwei unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen 
markiert. Hybridisierungssonde 1 ist am 3´-Ende mit Fluorescein markiert, 
Hybridisierungssonde 2 ist mit einem anderen Farbstoff, z.B. LightCycler Red 640, 
am 5´-Ende markiert.  
Die Sequenzen der beiden Sonden sind so gewählt, daß sie in einer head-to-tail-
Anordnung an das amplifizierte DNA-Fragment binden können. Dabei werden die 
beiden Farbstoffe nah zueinander gebracht. Der erste Farbstoff, Fluorescein, wird 
durch die LED (light emitting diode) des LightCyclers angeregt und emittiert grün 
fluoreszierendes Licht. Befinden sich die beiden Sonden nah genug beieinander, regt 
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die emittierte Energie der ersten Sonde den Farbstoff der zweiten Sonde an, der 
daraufhin ein rot fluoreszierendes Licht emittiert. 
Dieser Energie-Transfer wird FRET (fluorescence resonance energy transfer) 
genannt und ist stark abhängig vom Abstand der beiden Sonden. Er ist nur effizient 
genug, wenn die beiden Sonden nicht weiter als 1-5 Nukleotide voneinander entfernt 
sind. 
Die Intensität des Lichts, das von dem Farbstoff der zweiten Sonde emittiert wird, 
wird von einem Detektionskanal im optischen System des Geräts gemessen. 
Die ansteigende Fluoreszenz ist proportional zur steigenden Menge DNA während 
der PCR. 
Die Fluoreszenz wird einmal pro PCR-Zyklus gemessen, und zwar während der 
annealing-Phase, wenn beide Sonden an die DNA gebunden sind. Abhängig von der 
Ausgangskonzentration der DNA beginnt der Anstieg der Signalintensität in 
verschiedenen Zyklen der PCR. Je mehr DNA des Zielgens am Anfang vorhanden 
war, umso eher steigt die Signalintensität an. Auf diese Weise ist es möglich, auf die 
Konzentration des untersuchten Produkts rückzuschließen, also eine Quantifizierung 
vorzunehmen. 
 
Die eingesetzten Primer dienten zur Amplifizierung und Detektion eines 621 bp 
großen Fragments der humanen Smad7-mRNA.  
Als Standard-Reaktion wurde cDNA entsprechend 100 ng, 50 ng oder 25 ng 
kompletter RNA aus menschlichen HepG2-Zellen eingesetzt. Für alle Proben und 
alle Standards wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgeführt.  
Die Zuverlässigkeit der LightCycler-Ergebnisse wurde durch eine Testreihe 
versichert. Es wurde RNA aus HepG2-Zellen verwendet. Diese RNA wurde in 5 
verschiedenen Ansätzen in cDNA umgeschrieben und in 5 verschiedenen Serien 
gemessen. Dabei wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die 
Ergebnisse der Testreihe sind in Tabelle 1 dargestellt.  
Die Durchführung der Analysen und die Interpretation der Ergebnisse erfolgte nach 
den Angaben des Herstellers (Roche).  
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Serie 3-Fachbestimmung Mittelwert Standardabwei- 
chung 
 
Serie1 
28,2 
28,3 
28,0 
 
28,2 
 
0,15 
 
Serie 2 
24,5 
29,1 
26,8 
 
26,8 
 
2,30 
 
Serie 3 
30,3 
27,6 
30,3 
 
29,4 
 
1,56 
 
Serie 4 
29,9 
24,7 
26,6 
 
27,1 
 
2,63 
 
Serie 5 
30,1 
23,1 
24,0 
 
25,7 
 
3,81 
gesamt  27,4 1,40 
Tab.1. LightCycler RT-PCR Analyse der Smad7-Expression in HepG2-Zellen. Ergebnisse der 
Testreihe zur Prüfung der Zuverlässigkeit der Ergebnisse. 
 
 
2.2.4.1.  cDNA-Synthese 
 
Omniscript Reverse Transcriptase Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
Menge der eingesetzten RNA: 1 µg 
 
Protokoll: 
 
Pipettierschema: 
1. 1 µg RNA (x µl) 
2. 2 µl Oligo dT-Primer 
3. DEPC-H2O ad 14 µl 
Vortexen, 10 Minuten bei 70°C inkubieren. 
 
Dann zugeben: 
- 2 µl RT-Puffer 10x 
- 2 µl dNTP-Mix 5mM 
- 1 µl RNase-Inhibitor 10 U/µl 
- 1 µl Omniscript Reverse Transcriptase, 4 U/µl 
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Vortexen, 60 Minuten bei 37°C inkubieren.  
Anschließend 5 Minuten bei 93°C inkubieren, um das Enzym zu inaktivieren. 
Danach sofort auf Eis stellen. 
 
 
2.2.4.2. Probenvorbereitung für die Zwei-Schritt-RT-PCR 
 
Verwendetes Kit: LightCycler-DNA Master Hybridization Probes (Boehringer, 
Mannheim, Deutschland). 
Für die Standards (cDNA aus HepG2-Zellen) wude eine Doppelbestimmung 
durchgeführt, für  die Proben eine Dreifachbestimmung. 
Fünf Standards, 1:2, 1:4, 1:10, 1:20 und 1:100 verdünnt, davon jeweils 4 µl 
eingesetzt. 
Die zu analysierenden Proben wurden 1:2 verdünnt, davon jeweils 4 µl eingesetzt. 
 
Pipettierschema: 
 
Als Reaktionsgefäße werden LightCycler-Capillaries verwendet, Glaskapillaren, die 
20 µl Reaktionsansatz fassen. 
  
- 2 µl LC-DNA (Kit, ready to use Reaktionsgemisch für PCR, enthält Taq DNA-
Polymerase, Puffer, dNTP-Mix, 10 mM MgCl2)                                                                                                                                                                                                              
- 2,4 µl MgCl2 (Kit, 25 mM stock solution, zur Optimierung der MgCl2-
Konzentration) 
- 4,6 µl H2O (Kit) 
- 1 µl Primer hS7for (10 pmol) 
- 1 µl Primer hS7rev (10 pmol) 
- 2,5 µl Hybridisierungssonde 1, hS7 X 
- 2,5 µl Hybridisierungssonde 2, hS7 LC 
- 4 µl Standard bzw. Probe 
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PCR-Programm für den LightCycler (human Smad7-Analyse): 
 
Zu Beginn einmal 30 sec bei 95°C denaturieren. 
45 Zyklen: 
Denaturierung: 95°C, 1 sec 
Annealing:       60°C, 15 sec 
Elongation:      72°C, 20 sec 
 
 
2.3.  Mutationsanalyse der Promotorregion des Smad7-Gens 
 
Der konservierte Bereich in der Promotorregion des Smad7-Gens wurde in der PCR 
amplifiziert und mit zwei verschiedenen Verfahren analysiert: 
1. SSCP als Durchmusterungs-Verfahren 
2. Sequenzanalyse 
 
 
2.3.1.  DNA-Isolierung aus Gewebe  
 
Verwendet wurde das QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). 
Vorgehen nach dem Protokoll des Herstellers. 
Am Ende die Konzentration mit dem Photometer bestimmen, dazu vorher ein Aliquot 
der isolierten DNA 1:10 mit sterilem Wasser verdünnen. 
 
 
2.3.2.  SSCP-Analyse  
 
SSCP bedeutet Single Stranded Conformation Polymorphism (Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus). Die Methode beruht darauf, daß der Unterschied 
von einem einzigen Basenpaar zwischen zwei kurzen, einzelsträngigen DNA-
Molekülen eine Abwandlung der Konformation der beiden Stränge bewirkt. Dieser 
Unterschied reicht aus, um Veränderungen der elektrophoretischen Beweglichkeiten 
der Moleküle in neutralen Polyacrylamidgelen zu erzeugen. Auf diese Weise ist es 
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möglich, Punktmutationen nachzuweisen. Man vergleicht die zu analysierenden 
Proben mit Wildtyp-DNA. 
Die kurzen, einzelsträngigen DNA-Moleküle werden in PCR-Reaktionen synthetisiert. 
 
Es gibt zwei Möglichkeiten, eine SSCP-Analyse durchzuführen: 
1. Herkömmliche Gelelektrophorese 
2. Automatische Analyse mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Applied 
Biosystems). 
 
Das System wurde zunächst mit der herkömmlichen Gelelektrophorese getestet und 
mit dem automatischen Verfahren verglichen.  
Die Analyse der Proben erfolgte schließlich mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer. 
 
Prinzip der automatischen SSCP-Analyse: 
In der PCR werden zwei unterschiedlich farbmarkierte Primer eingesetzt, einer für 
den Hinstrang, einer für den Rückstrang. 
Die Elektrophorese erfolgt in einer Glaskapillare, die mit Polymer gefüllt ist. Die 
Proben werden durch elektrokinetische Injektion in die Kapillare eingebracht. In der 
Oberfläche der Kapillare gibt es ein Detektionsfenster, durch das ein Laser die 
Farbstoffe, die mit Hilfe des Primers an die DNA-Stränge gebunden sind, zur 
Fluoreszenz anregt. Die emittierte Fluoreszenz wird mit einer CCD-Kamera 
registriert. Unterschiedliches Laufverhalten der Stränge kann so deutlich gemacht 
werden. 
 
 
2.3.2.1. Herkömmliche SSCP-Gelelektrophorese 
 
2.3.2.1.1.  Vorbereitung: 
 
1. Zwei zueinander passende Glasplatten nehmen, eine runde und eine „Öhrchen-
Platte“. 
2. Auf die „Öhrchen-Platte“ einen Tropfen Gel-Slick geben und mit einem Papiertuch 
gleichmäßig überall verreiben. Auf die andere Platte einen Tropfen Silane 
auftragen und mit einem Tuch verreiben. 
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3. Gummischläuche um die normale Glasplatte legen. 
4. „Spacer“ an beide Seiten auf die Platte legen, bis zur Unterkante 1-2 cm Abstand 
lassen. 
5. „Öhrchen-Platte“ mit der behandelten Seite auf die normale Platte auflegen und 
mit Klemmen an der anderen Platte befestigen. 
6. Platten aufstellen, darauf achten, daß sie gerade stehen. 
7. Platten in die Hand nehmen und leicht schräg halten, damit die Luft nach oben 
entweichen kann und keine Luftblasen im Gel entstehen. 
8. Mit einem Becherglas das flüssige Gel an einer Seite oben zwischen die 
Glasplatten gießen. Der Raum zwischen den beiden Glasplatten muß vollständig 
mit Gel gefüllt sein. 
9. Zuletzt den Kamm für die Geltaschen oben drauf setzen. 
10. Das Gel braucht ca. 30 Minuten, bis es fest ist. 
 
2.3.2.1.2. Herstellung eines 25 ml-Polyacrylamid-Gels: 
 
Es ist wichtig, die Reihenfolge einzuhalten! 
In ein Becherglas füllen: 
1. 10 ml MDE, 2x 
2. 1,25 ml TBE-Puffer, 10x 
3. ad 25 ml mit H2Odd  
Als Starter zugeben: 
120 µl APS 
60 µl TEMED 
Nach Zugabe von TEMED möglichst schnell gießen, da dann die Polymerisation 
beginnt. 
 
2.3.2.1.3. Beladen des SSCP-Gels: 
 
Probenvorbereitung: 
- 10 µl SSCP Farbmarker 
- 10 µl PCR-Produkt 
in kleine Eppendorfgefäße geben. 
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10 Minuten bei 95°C denaturieren, danach auf Eis stellen, damit die denaturierten 
Stränge getrennt bleiben. 
 
Elektrophorese: 
Elektrophoresekammern für die SSCP-Elektrophorese sind zweistöckig! 
1. Die Platten gemeinsam nach dem Entfernen der Klammern in die 
Elektrophoresekammer stellen,„Öhrchen-Platte“ mit den Öhrchen nach oben zur 
Pufferseite hin. Mit Klammern befestigen. 
2. Beide Kammern mit TBE-Puffer 0,5x füllen. Die Taschen im Gel müssen von 
Puffer bedeckt sein. Den Kamm erst nach Einfüllen des Puffers herausziehen.  
Die Geltaschen müssen frei von Luft sein und dürfen keine Gelreste mehr 
enthalten. 
 
Beladen: 
1. Ein wenig Farbmarker in jede Tasche. 
2. Gel starten mit 2 W. Farbmarker kurz laufen lassen. 
3. Strom ausstellen und das Gel mit den Proben beladen, anschließend wieder 
starten. 
 
200-300 Basenpaare laufen ca. 15-17 Stunden, für größere bzw. kleinere Fragmente 
verändert sich die Laufzeit entsprechend. 
 
2.3.2.1.4. Färben des Polyacrylamidgels: 
 
1. Fixieren 
Fixierungslösung: 
- 200 ml Ethanol absolut, vergällt 
- 5 ml Eisessig 
- 0,5 ml Formaldehyd, 37% 
- ad 400 ml mit H2Odd 
Mindestens 60 Minuten auf dem Schüttler inkubieren. 
 
2. Waschen 
30 Minuten mit 400 ml Ethanol, 50%, auf dem Schüttler inkubieren. 
30  
3. Imprägnieren 
- 0,4 g Silbernitrat 
- 400 ml H2Odd 
- 0,5 ml Formaldehyd 37% 
25-30 Minuten auf dem Schüttler inkubieren, auf keinen Fall länger! 
 
4. Waschen 
Mit destilliertem Wasser spülen. 
 
5.   Entwickeln 
- 6 g NaCO3 
- 400 ml H2Odd 
- 0,5 ml Formaldehyd 37% 
So lange, bis die Banden sichtbar werden. 
 
6. Entwicklung stoppen 
Mit destilliertem Wasser spülen. 
 
 
2.3.2.2. Automatische SSCP mit dem Genetic Analyzer 
 
 
2.3.2.2.1. PCR mit farbmarkierten Primern (zur SSCP-Analyse) 
 
Die PCR wurde mit dem PE 9700 Thermocycler (Perkin-Elmer, USA) durchgeführt. 
 
Probenansatz: 
1. Doppelsträngige DNA: 
-10 ng Plasmid-DNA 
-150 ng genomische DNA 
2. zwei verschiedene Primer, die die zu amplifizierende Region auf der DNA 
eingrenzen: 
      -Farbmarkierte Primer (HEX und FAM) 
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3. Desoxynucleotid-Mix 
-Mischung von dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Roche) 
Für jede PCR-Reaktion betrug die Konzentration jedes einzelnen Triphosphats 10 
mM. 
4. Taq DNA-Polymerase 
-Taq-DNA-Polymerase  (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 
5. PCR-Puffer  
-PCR-Puffer 10x (Amersham Pharmacia Biotech) 
 
Pipettierschema: 
1.   DNA 150 ng 
2.   1 µl Primer –399 HEX (10 pmol) 
3.   1 µl Primer –272 FAM (10 pmol) 
4.   5 µl PCR-Puffer 10x 
5.   5 µl dNTP-Mix, 2mM 
6. 0,5 µl Taq-Polymerase Pharmacia 
7. HPLC-H2O ad 50 µl 
 
Den PCR-Ansatz in dünnwandige 0,2-ml-PCR-Reaktionsgefäße pipettieren. 
Möglichst sofort nach Zugabe des Enzyms die Reaktion starten, bei Verzögerungen 
die Proben auf Eis stellen. 
 
PCR-Programm: 
- 95°C, 3 min, 1x 
- 95°C, 30 sec   
- 58°C, 20 sec     35x 
- 68°C, 1 min 30 sec 
- 4°C, ∞ 
 
PCR-Produkte im DNA-Probegel überprüfen. 
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2.3.2.2.2. Probenvorbereitung für die automatische SSCP-Analyse 
 
Pipettierschema: 
1. 1 µl Probe unverdünnt 
2. 1 µl ROXTM Size Standard (PE Applied Biosystems) 
3. 11 µl Formamid 
 
Vortexen, anschließend kurz zentrifugieren. 
2 Minuten bei 90°C denaturieren und bis zum Probenauftrag auf Eis stellen. 
Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) beladen. 
 
 
2.3.3. Sequenzanalyse 
 
Die Sequenzanalyse wurde mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer der Firma PE 
Applied Biosystems durchgeführt. 
 
Bei einer DNA-Sequenzanalyse wird die genaue Basenabfolge in einer DNA-Probe 
untersucht. 
Dazu werden Nukleotide verwendet, die mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert 
sind. ATP, CTP, GTP und TTP sind mit unterschiedlichen Farbstoffen gekoppelt. 
In einer ersten PCR-Reaktion wird der betreffende DNA-Abschnitt amplifiziert. Diese 
Fragmente dienen dann als Template für die zweite PCR, die eigentliche Sequenzier- 
Reaktion, in der die farbmarkierten Nukleotide eingesetzt werden. 
Pro Probenansatz wird nur ein Primer eingesetzt, kein Primerpaar. Hin- und 
Rückstrang werden getrennt untersucht. Daher gibt es für jedes zu analysierende 
Fragment zwei Ansätze. 
Der Reaktions-Ansatz enthält markierte und nicht-markierte Nukleotide. Sobald ein 
markiertes Nukleotid in den Strang eingebaut wird, bricht die Synthese an dieser 
Stelle ab. 
Auf diese Weise entstehen Fragmente unterschiedlicher Länge, von einer Base bis 
zu beispielsweise 120 Basen Länge. Diese Fragmente werden in einer 
automatischen Gelelektrophorese nach unterschiedlicher Länge aufgetrennt, die 
kleinsten Fragmente zeigen die größte Mobilität. Passiert ein Fragment das 
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Detektionsfenster, wird es durch einen Laser zur Fluoreszenz angeregt. Anhand der 
emittierten Fluoreszenz erkennt die CCD-Kamera den entsprechenden Farbstoff und 
damit auch die Base. So wird Stück für Stück die Sequenz zusammengesetzt und 
kann genau analysiert werden. Im Gegensatz zur SSCP-Analyse wird hierbei nicht 
nur festgestellt, daß eine Veränderung der DNA vorliegt, sondern auch genau um 
welche Veränderung es sich handelt.  
 
 
2.3.3.1. PCR (zur Sequenzanalyse) 
 
Pipettierschema: 
1. DNA 200 ng 
2. 1µl Primer hS7prom –399 (10 pmol) 
3. 1 µl Primer hS7prom –272 (10 pmol) 
4. 5 µl dNTP 2 mM 
5. 5 µl Puffer BM (Boehringer Mannheim) 
6. 0,5 µl Taq-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech 
7. HPLC-H2O ad 50 µl 
 
PCR-Programm:  
- 95°C, 5 min, 1x 
- 95°C, 1 min  
- 60°C, 1 min     33x 
- 72°C, 30 sec  
- 72°C, 10 min, 1x 
- 4°C, ∞ 
 
Die PCR-Produkte mit Hilfe eines DNA-Probegels überprüfen und anschließend für 
die Sequenzier-PCR aufreinigen. 
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2.3.3.2.  Aufreinigung von PCR-Produkten  
 
Verwendet wurde das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). 
Vorgehen nach den Angaben des Herstellers. 
Anschließend die Konzentration des aufgereinigten PCR-Produkts photometrisch 
bestimmen. 
 
 
2.3.3.3. Sequenzier-PCR 
 
Für die Sequenzier-PCR werden ca. 20 ng aufgereinigtes PCR-Produkt und BigDye 
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) benötigt. In BigDye sind 
farbmarkierte Nukleotide enthalten, die die Sequenz für den Sequenzier-Automaten 
lesbar machen, sowie Polymerase und Puffer. 
 
Pipettierschema: 
- ca. 20 ng aufgereinigtes PCR-Produkt 
- 10 pmol Primer (hS7prom –272 oder hS7prom –399) 
- 2 µl BigDye 
- HPLC-H2O ad 10 µl 
 
PCR-Programm: 
- 95°C, 5 min, 1x 
- 95°C, 30 sec  
- 55°C, 20 sec     25x 
- 60°C, 4 min 
- 4°C, ∞ 
 
Anschließend die PCR-Produkte mit Centri-Sep-Columns (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) aufreinigen. Vorgehen nach dem Protokoll des Herstellers.  
Nach der Aufreinigung werden die Proben kurz denaturiert, dann kann der 
Sequenzier-Automat beladen werden.  
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2.3.4. DNA-Probegel 
 
Zur Überprüfung der PCR-Produkte wird eine Gelelektrophorese durchgeführt. 
 
TAE-Puffer, 50x: 
2M Tris base  
1M HAC 
50 mM EDTA pH 8,0 
 
DNA-Gel-Ladepuffer: 
10 g Glyzerin 
0,15 g Bromphenolblau 
0,15 g Xylencyanol 
TAE-Puffer, 10x ad 50 ml 
 
Zusammensetzung des Agarosegels (2%): 
2 g Agarose (Amresco, Solon, USA) 
TAE-Puffer, 1x ad 100 ml 
 
1. In der Mikrowelle aufkochen, bis die Flüssigkeit klar ist.  
2. Danach etwas abkühlen lassen und das Gel gießen. 
3. Fest gewordenes Gel in die Gelkammer setzen und mit TAE-Puffer, 1x 
überschichten. 
4. 9 µl von jedem PCR-Produkt mit 1 µl DNA-Gel-Ladepuffer, 10x vermischen. 
5. Mischung in die Geltaschen füllen. 
6. In einer der Geltaschen einen Marker (z.B. 100 bp ladder von Amersham 
Pharmacia Biotech) mitlaufen lassen, je nach Größe des PCR-Produkts   (1,5 µl 
Marker mit 1 µl DNA-Gel-Ladepuffer gemischt) 
7. Gel bei 70-80 Volt 1-1,5 Stunden laufen lassen. 
8. Elektrophorese stoppen, wenn die Bromphenolblau-Banden das letzte Drittel des 
Gels erreicht haben. 
9. Gel herausnehmen und 0,5-1 Stunde in Ethidiumbromid-Lösung färben. 
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10. Gel aus der Ethidiumbromid-Lösung herausnehmen, kurz mit destilliertem Wasser 
abspülen und dann auf dem Transilluminator (MWG Biotech, Ebersberg, 
Deutschland) fotografieren. 
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3. Ergebnisse 
 
 
3.1. Smad7-Expression in menschlichen HCC  
 
Die RNA für die Expressionsstudien wurde aus menschlichen hepatozellulären 
Karzinomen gewonnen. 14 Gewebeproben stammen von Patienten aus 
Deutschland. Es handelt sich dabei um HCC mäßiger Differenzierung (G2) ohne 
Zirrhose. Die Ätiologie der Tumoren ist nicht bekannt. Alle Patienten befanden sich 
im UICC-Stadium IIIA. Das bedeutet, daß ein Primärtumor unterschiedlichster Größe 
vorliegen kann, der Lymphknotenmetastasen haben kann. Fernmetastasen sind nicht 
vorhanden. Die Übereinstimmung der Proben in Bezug auf Differenzierung und 
UICC-Stadium wurde gewählt, um einen Bias zu vermeiden, der durch die Proben 
bedingt ist. Als Kontrolle diente jeweils die RNA, die aus gesundem Lebergewebe 
der gleichen Patienten isoliert wurde.  
6 weitere Gewebeproben von menschlichen HCC stammen aus China. Die Tumoren 
aus China sind mäßig differenziert (G2), bei allen Patienten finden sich zirrhotische 
Veränderungen der Leber. Bei allen chinesischen Patienten konnte eine Infektion mit 
dem Hepatitis-B-Virus nachgewiesen werden, eine Hepatitis-C-Virus-Infektion war 
bei keinem der Patienten nachweisbar. Eine Stadieneinteilung nach UICC war nicht 
vorgenommen worden. Normales Lebergewebe diente als Kontrolle.  
 
 
Die Intaktheit der isolierten RNA wurde durch ein RNA-Probegel überprüft (s. Abb.1).  
Nach der Überprüfung wurde jeweils 1 µg der isolierten RNA in cDNA 
umgeschrieben. Die cDNA war die Matrize für die folgende RT-PCR.  
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3.1.1. LightCycler RT-PCR  
 
Die Smad7-Expression wurde mit Hilfe der quantitativen RT-PCR im LightCycler 
bestimmt.  
       
 
 
 
 
Insgesamt war Smad7 in 16 von 20 HCC (80%) im Vergleich zu normalem 
Lebergewebe überexprimiert. In 3 von 20 HCC war Smad7 geringer exprimiert als in 
normalem Lebergewebe (15%), eine Probe zeigte keinen Unterschied im 
Expressionsverhalten zwischen Tumor- und Normalgewebe (5%). 
  
Von den Proben der Patienten aus Deutschland zeigten 11 von 14 HCC eine  
Überexpression von Smad7 im jeweils direkten Vergleich zum normalen 
Lebergewebe des gleichen Patienten (79%). 3 von 14 HCC zeigten eine geringere 
Expression von Smad7 als im normalen Lebergewebe (21%). Ergebnisse siehe 
Abbildung 2a und 2b. 
  
Abb.1.: Das RNA-Probegel demonstriert die Intaktheit der RNA 
mit 18S- und 28S-ribosomaler RNA-Bande. In Spur 7 sieht man          
einen Degradationseffekt: eine Zunahme der  5S-RNA-Bande bei         
Abnahme der 28S-RNA-Bande. 
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In den Proben aus China war Smad7 in 5 von 6 Proben überexprimiert (83%), in 
einer Probe zeigte sich keine Differenz in der Expression zwischen Tumor- und 
Normalgewebe (17%). Ergebnisse siehe Abbildung 2c. 
 
 Abb.2a.: LightCycler RT-PCR-Analyse der Smad7-mRNA-Expression (I). 
 Die relativen Lichteinheiten geben das Ausmaß der Fluoreszenz an. Die  
 Fluoreszenz ist ein Messparameter für die während der Reaktion 
 Entstandene spezifische DNA. 
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  Abb.2b.: LightCycler RT-PCR-Analyse der Smad7-mRNA-Expression (II). 
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  Abb.2c.: LightCycler RT-PCR-Analyse der Smad7-mRNA-Expression (III). 
 
 
 
 
Abbildung 3 zeigt exemplarisch die graphische Darstellung eines Laufs der RT-PCR 
mit den analysierten Proben. Das Ergebnis zeigt die Analyse der Proben 9 bis 11. 
HCC 4 entspricht Probe 9, HCC 5 Probe 10 und HCC 6 Probe 11. Die gleiche 
Numerierung gilt für die RNA aus normaler Leber.  
 
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Expressionsverhalten von Smad7 
zwischen den Proben aus HCC, die aus zirrhotischer Leber stammten und denen aus 
nicht-zirrhotischer Leber. Smad7 war in 83% der Proben aus zirrhotischer Leber und 
in 79% der Proben aus nicht-zirrhotischer Leber überexprimiert. In der Höhe der 
Expression war kein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Gruppen 
festzustellen.  
 
 
0,0
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
T15 NbT16 T17 T18 NaT20T19
R
e l
a t
iv
e 
L i
c h
te
in
he
ite
n
HCC (T)
normal (N)
28S
18S
42  
Smad7 war in 83% der HCC der Patienten, die  HBV-positiv waren, und in 79% der 
HCC von  HBV-negativen Patienten überexprimiert. Auch hier gab es keine 
deutlichen Unterschiede in der Höhe der Überexpression zwischen den beiden 
Gruppen. 
  
 
 
Abb.3a u. b.: Dargestellt ist die Auswertung einer RT-PCR. Abbildung a zeigt die 
graphische Darstellung des Laufs , Abbildung b die errechnete Höhe der Expression aus 
der Fluoreszenz. Die x-Achse zeigt die Anzahl der PCR-Zyklen, die y-Achse die 
gemessene Fluoreszenz. 
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Abb.3b. 
 
 
3.1.2. Analyse der Smad7-Expression in HCC durch Northern Blot 
 
Leider konnten nicht alle Proben im Northern Blot untersucht werden, da das 
Probenmaterial  nicht ausreichend RNA bereitstellte. Das betraf alle Proben der 
Patienten aus China, außerdem die Proben Nr. 3, 5, 7 und 9 der Patienten aus 
Deutschland. Der Northern Blot wurde qualitativ ausgewertet. Neun der zehn im 
Northern Blot untersuchten Proben zeigten im Vergleich zum Normalgewebe eine 
Überexpression von Smad7. Eine Probe (Nr. 8) zeigte keine Differenz in der 
Expression zwischen Tumor- und Normalgewebe. Hier wurde die einzige 
Abweichung der Ergebnisse zwischen RT-PCR und Northern Blot festgestellt: Probe 
Nr. 8 hatte in der RT-PCR eine Überexpression von Smad7 im Tumorgewebe 
gegenüber dem Normalgewebe gezeigt. Die übrigen Ergebnisse aber stimmten 
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überein: alle anderen neun Proben, die im Northern Blot eine Überexpression von 
Smad7 im Vergleich zum Normalgewebe zeigten, zeigten dies auch in der RT-PCR. 
Damit zeichnet sich die gleiche Tendenz in beiden Methoden ab und die Ergebnisse 
der RT-PCR konnten durch den Northern Blot bestätigt werden.   
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Abb.4a.: Northern blot Analyse der Smad7-mRNA-Expression in HCC (T) und 
umgebendem normalem Lebergewebe (N).  
Zur Bestätigung der Ergebnisse der RT-PCR wurden Northern-Blot-Experimente 
durchgeführt. Die Numerierung der Proben entspricht der, die für die Grafiken der 
RT-PCR verwendet wurde. Als Bezugsgröße wurde die GAPDH-mRNA-Expression 
der Proben bestimmt. Zum Nachweis der Smad7-Expression (4,3 kb-Bande) war es 
erforderlich, polyA+mRNA für die Gelelektrophorese einzusetzen. 
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Die Smad7- und die GAPDH-Expression in Tumor- und Normalgewebe wurde 
densitometrisch ausgewertet. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 4b und c. In allen zehn 
ausgewerteten Proben ließ sich eine Überexpression von Smad7 im Tumorgewebe 
im Vergleich zum jeweiligen Normalgewebe nachweisen. Auch für Probe 8, die in der 
rein bildlichen Auswertung keine Differenz in der Smad7-Expression zwischen 
Tumor- und Normalgewebe zeigte, ließ sich nun in der Densitometrie doch eine 
Smad7-Überexpression im Tumorgewebe feststellen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.4b.: Densitometrische Auswertung des Northern Blot (I), relativ zur GAPDH-Expression. 
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Abb.4c.: Densitometrische Auswertung des Northern Blot (II), relativ zur GAPDH-Expression. 
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3.1.3. Nachweis der Smad7-Expression in HCC durch Immunhistochemie  
 
In immunhistologischen Untersuchungen der hepatozellulären Karzinome, die in 
Zusammenarbeit mit dem pathologischen Institut der Universität Leipzig durchgeführt 
worden waren, konnte die Smad7-Überexpression in Zellen aus dem Tumorgewebe 
nachgewiesen werden (s. Abb.5a und b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.5a.:  
Die rotgefärbten Bereiche 
zeigen die mit dem anti-
Smad7-Anti-körper nach-
gewiesene Expression 
von Smad7 in den 
Tumorzellen.  
Abb.5b.:  
Stärkere Vergrößerung 
des immunhistoche-
misch behandelten 
Präparates.  
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3.2. Mutationsanalyse der Smad7-Promotorregion 
 
Mit zwei spezifischen Smad7-Promotor-Primern, hS7prom (-272) und hS7prom (-
399), wurde ein hochkonserviertes 128 bp großes Fragment aus der Promotorregion 
des menschlichen Smad7-Gens amplifiziert. Diese Region wurde zum Einen wegen 
der starken Übereinstimmmung der Sequenz bei Mensch, Ratte und Maus 
ausgewählt, zum anderen wegen der bereits nachgewiesenen funktionellen 
Bedeutung (Stopa et al., 2000a). Innerhalb dieser kleinen Sequenz befinden sich 
verschiedenen mögliche Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren C/EBP, AP1, 
E-Box und SBE. C/EBP und AP1 dienen als Mediatoren für EGF- und IFNγ-Signale, 
außerdem haben sie Verbindungen zur TGF-β-Signaltransduktion. Die E-Box ist 
notwendig für die TGF-β-abhängige Aktivierung des Promotors. SBE (Smad Binding 
Element) stellt eine perfekte Bindungsstelle für Smad3 und Smad4 dar (Stopa et al., 
2000a). Als Untersuchungsmaterial dienten die gleichen Proben, aus denen die RNA 
für die Expressionsstudien gewonnen worden war. Dieses Mal wurde aber nur aus 
dem Tumorgewebe DNA isoliert und analysiert, da die Wildtyp-Sequenz aus der 
Datenbank bekannt ist.  
-417                             C/EBP 
Ratte AAATAGCTTTTAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTT-- 
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
Mensch AAATAGCTTTTAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTTT 
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
Maus   AAATAGCTTTTAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTT- 
 
 
                       SBE      E-box AP1 
Ratte  -AAAGCGACAGGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCG 
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
Mensch TAAAGCGACAGGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCG 
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
Maus   -AAAGCGACAGGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCG 
 
-275 
Ratte  CAGTGGAACCAGCCGAGCGGAGGGA- 
:::::::::::::::::::::::: 
Mensch CAGTGGAACCAGCCGAGCGGAGGGCC 
:::::::::::::::::: ::::: 
Maus   CAGTGGAACCAGCCGAGCAGAGGGCC 
 
Abb.6.: Die dargestellte Sequenz zeigt die hochkonservierte DNA-Region im Promotor des Smad7-
Gens, die analysiert wurde. Zum Vergleich sind die Sequenzen aus dem Genom von Ratte und Maus 
mit abgebildet. In der Abbildung sind verschiedene Bereiche markiert: C/EBP, AP1, SBE und E-Box. 
Es handelt sich hierbei um potentielle Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. C/EBP und AP1 sind 
unter anderem Mediatoren für EGF- und IFNγ-Signale und stehen in Bezug zur TGF-β-
Signaltransduktion. Die E-Box ist für die TGF-β-abhängige Aktivierung des Promotors notwendig. SBE 
(Smad Binding Element) bietet perfekte Möglichkeiten für eine Anbindung von Smad3 und Smad4 
(Stopa et al., 2000).  
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128 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.1. SSCP-Analyse der genomischen DNA aus HCC-Proben 
 
3.2.1.1. Testreihe 
 
Zur Etablierung der Methode wurde zunächst eine konventionelle SSCP-
Gelelektrophorese in Polyacrylamid-Gel durchgeführt. Als Testmaterial wurde DNA 
eingesetzt, die aus zwei verschiedenen Plasmiden stammte. Ein Plasmid enthielt die 
normale Promotorregion des menschlichen Smad7, das andere die Promotorregion 
mit einem mutierten Smad binding element (SBE) (Stopa et al., 2000a). Diese 
Mutation befand sich genau in dem hochkonservierten Bereich, der in den weiteren 
Experimenten genauer untersucht werden sollte.  
Abb.7.: Das DNA-Probegel zeigt das 128 bp große 
Fragment aus der Promotor-Region, welches unter 
Verwendung der vorstehend erwähnten Primer 
amplifiziert wurde. Als Marker dient eine 100bp-Leiter. 
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Für die PCR zur Amplifizierung des Fragments wurden 10 ng Plasmid-DNA 
eingesetzt. Der Erfolg der PCR wurde zuerst mit einem DNA-Probegel überprüft, 
danach wurden die PCR-Produkte in der SSCP-Gelelektrophorese analysiert.  
Die DNA-Fragmente aus mutiertem und normalem Plasmid zeigten ein 
unterschiedliches Laufverhalten in der SSCP-Gelelektrophorese.  
Danach wurden die Proben in der automatischen SSCP mit dem Genetic Analyzer 
getestet. Als Testmaterial dienten wieder die Fragmente aus normaler und mutierter 
Plasmid-DNA. Die verwendeten Primer waren mit den Farbstoffen HEX und FAM 
markiert. Auch in der automatischen SSCP zeigten die beiden Fragmente ein 
unterschiedliches Laufverhalten.  
Legt man diese Ergebnisse zugrunde, kann man erwarten, daß eventuell 
vorhandene Punktmutationen in der Promotorregion der zu untersuchenden Proben 
durch die SSCP nachgewiesen werden.  
 
 
 
 
 
Abb.8.: SSCP-Gelelektrophorese. In den Spuren 1, 3 
und 4 erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte aus 
dem Plasmid mit der Wildtyp-Sequenz, in den Spuren 2,  
5 und 6 die der PCR-Produkte aus dem Plasmid mit dem 
mutierten SBE. Ein Unterschied im Laufverhalten ist 
deutlich zu sehen.  
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Abb.9.: Automatische SSCP mit den 
beiden PCR-Produkten. Auch mit dieser 
Analyse zeigen sich deutliche 
Unterschiede im Laufverhalten. Das 
Laufverhalten des Fragments mit der 
Mutation ist blau markiert, das des 
Wildtyp-Fragments ist rot markiert.  
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3.2.1.2. Mutationsanalyse der HCC  
 
Im Anschluß wurde DNA aus allen Tumorproben isoliert und mit den Primern 
hS7prom (-272) FAM und hS7prom (-399) HEX der zuvorstehend beschriebene 
Abschnitt der Promotorregion amplifiziert. Als Kontrolle diente DNA aus dem nicht-
mutierten Plasmid. Die Fragmente wurden mit der automatischen SSCP analysiert. In 
jedem durchgeführten Lauf lief eine Kontroll-Probe mit. Keine der 20 Proben zeigte 
ein abweichendes Laufverhalten gegenüber der Kontrolle. Das bedeutet, daß aller 
Wahrscheinlichkeit nach in keiner der analysierten Tumorproben eine Mutation im 
Bereich der untersuchten Promotorregion vorliegt. Eine der Analysen ist 
exemplarisch in Abbildung 10 dargestellt. Da nicht absolut sicher ist, daß alle DNA-
Veränderungen durch die SSCP-Analyse nachgewiesen werden, entschlossen wir 
uns, alle Proben durch Sequenzanalyse nochmals zu überprüfen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.10a u. b.: Siehe Seite 53.  
Beispiel eines SSCP-Laufs mit Proben-DNA von Patienten aus China. Als Kontrolle wurde 
bei jedem Lauf DNA des Wildtyp-Plasmids mitgeführt. Es konnte kein abweichendes 
Laufverhalten der Proben gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. Abbildung a zeigt 
den +Strang (Primer hS7prom (-272) FAM), Abbildung b den –Strang (Primer hS7 prom (-
399) HEX). 
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    Abb. 10 a.           Abb. 10 b. 
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3.2.2. Sequenzanalyse der Smad7-Promotorregion von HCC-Patienten-DNA 
 
Für die Sequenzierungsreaktion wurde die DNA eingesetzt, die aus den 20 
verschiedenen HCC-Proben gewonnen und bereits in der SSCP eingesetzt worden 
war. Als Forward-Primer diente hS7prom (-272), als Reverse-Primer hS7prom (-399).  
Durch die Sequenzierung wurden die SSCP-Befunde bestätigt und in keiner der 
Proben konnte eine Mutation festgestellt werden. Das bedeutet, daß im Bereich der 
hochkonservierten Region im Promotor des Smad7-Gens in den von mir 
untersuchten hepatozellulären Karzinomen keine Mutationen vorliegen, die für die 
nachgewiesene Überexpression verantwortlich sind. Abbildung 11a und b zeigen 
exemplarisch die Darstellung einer der Sequenzierungsreaktionen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.11a.: Sequenzierungsreaktion des Minus-Strangs (Primer hS7 prom (-399)). 
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Abb.11b.: Sequenzierungsreaktion des Plus-Strangs (Primer 
hS7 prom (-272)). 
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4. Diskussion  
 
 
4.1. Pathogenese des HCC 
 
Die Entwicklung eines HCC erfolgt in mehreren Schritten. Verschiedene genetische 
Alterationen führen zum malignen Phänotyp. HCC sind genetisch sehr heterogen. Es 
gibt keine vorherrschende Veränderung, die sich in einem großen Anteil der Tumoren 
findet. Häufig kommen ausgeprägte chromosomale Veränderungen wie Polyploidie, 
Allelverluste (LOH), Amplifikationen, Deletionen und Translokationen vor. Die 
maligne Transformation entsteht oft unabhängig von der auslösenden Ursache, als 
Folge der chronischen Leberschädigung. Der durch die ständigen 
Regenerationsversuche erhöhte Hepatozytenturnover, verbunden mit oxidativen 
DNA-Schäden, begünstigt die Manifestation genetischer Alterationen. Dabei kommt 
es beispielsweise zu chromosomalen Rearrangements, Aktivierung von Onkogenen 
und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Es wurden Mutationen in Genen 
entdeckt, die an der DNA-Mutationsreparatur (p53, HBV-X-Gen), an der 
Zellzykluskontrolle (RB1, Zyklin D1, p16), an Zell-Zell-Interaktionen (β-Catenin, APC, 
E-Cadherin, Axin 1) und an Apoptose bzw. Wachstumshemmung (TGF-β- und IGF-
Signaltransduktion) beteiligt sind (Tannapfel und Wittekind, 2002). Dabei ist jeder 
dieser Mechanismen nur in einem Teil der HCC verändert. Nach bisherigen 
Befunden scheint in 25% der Fälle von HCC das TGF-β-System von Veränderungen 
betroffen zu sein.  
 
 
4.2.  TGF-β und Tumorentstehung 
 
Als Ursache für die Resistenz von Tumorzellen gegenüber TGF-β  sind sowohl eine 
Unterbrechung der TGF-β-Signaltransduktion durch Mutationen der Rezeptoren und 
der intrazellulären Mediatoren als auch ein verstärkter Einfluß von TGF-β-
Antagonisten, z.B. durch Überexpression, denkbar. Mögliche Mechanismen, die zu 
einer Überexpression führen können, sind Genamplifikation, Gentranslokation, 
veränderte Genregulation (z.B. durch Promotormutationen) und eine verstärkte 
Präsenz von Transkriptionsfaktoren.  Auf Hepatozyten wird durch TGF-β ein  
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wachstumshemmender Effekt ausgeübt. Nahezu 50% der HCC sind resistent 
gegenüber der wachstumshemmenden Wirkung von TGF-β. Deshalb wurde nach 
Veränderungen in der TGF-β-Signaltransduktion gesucht. Bisher wurden Mutationen 
in einer Mikrosatelliten-Sequenz des TGF-β-RII-Gens (Furuta et al., 1999), LOH von 
Smad4 (Schutte et al., 1996) sowie Mutationen in den Genen von Smad4 und 
Smad2 (Yakicier et al., 1999) gefunden. Yakicier und Mitarbeiter hatten 35 HCC 
analysiert und dabei zwei Mutationen im Gen von Smad4 und eine Mutation im Gen 
von Smad2 festgestellt. LOH von Smad4 kam mit einer Häufigkeit von 24% vor.  Die 
Frequenz von Mutationen im TGF-β-RII-Gen stieg mit dem Grad der 
Entdifferenzierung und wurde in 25% der gut differenzierten, 40% der mäßig 
differenzierten und 53% der gering differenzierten HCC gefunden. Die Mutationen 
können zu defekten Expressionsprodukten oder einem Abbruch der Transkription 
führen und somit eine Unterbrechung der Signaltransduktion bewirken. Weder im 
Gen von Smad6 noch von Smad7 konnte bisher eine Mutation festgestellt werden. In 
insgesamt 52 untersuchten HCC wurden lediglich 3 SNP´s (single nucleotide 
polymorphisms) im Gen von Smad6 und 2 SNP´s im Gen von Smad7 entdeckt 
(Kawate et al., 2001).  
 Der M6P/IGF2-Rezeptor ist ein Aktivator von TGF-β. Er supprimiert das 
Zellwachstum durch Bindung an IGF2 und den latenten Komplex von TGF-β. 
Allelverluste und Mutationen im M6P/IGF2-Rezeptor-Gen wurden mit einer Häufigkeit 
von insgesamt 30% in HCC festgestellt (Tannapfel und Wittekind, 2002).   
 
 
4.3. Expression des TGF-β-Antagonisten Smad7 in Hepatozellulären 
Karzinomen 
 
In den vorliegenden Studien habe ich nachgewiesen, daß die Smad7-mRNA in 16 
von 20 untersuchten Hepatozellulären Karzinomen im Vergleich zum Normalgewebe 
überexprimiert ist. Es machte dabei keinen Unterschied, ob die HCC in zirrhotischer 
oder nicht-zirrhotischer Leber entstanden waren. Außerdem hatte es nach den 
vorliegenden Resultaten keinen Einfluß, ob eine Infektion mit HBV vorlag oder nicht. 
Immunhistochemische Färbungen von Gewebeschnitten der untersuchten 
hepatozellulären Karzinome mit einem anti-Smad7-Antikörper zeigten eine starke 
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Expression in Zellen von Tumorarealen, jedoch nicht in Hepatozyten aus 
Normalgewebe.  
Bedossa und Mitarbeiter zeigten in früheren Arbeiten mit Hilfe von In situ-
Hybridisierung und Immunhistochemie, daß TGF-β1 von Leberkarzinomzellen 
verstärkt exprimiert wird. Das Zytokin war dabei intrazytoplasmatisch und perinukleär 
lokalisiert. Im Zytoplasma von normalen Hepatozyten war kein TGF-β1 nachweisbar. 
In zirrhotischer Leber wurde TGF-β1-mRNA vor allem in Zellen entlang der 
Bindegewebssepten lokalisiert, immunhistochemisch konnte es auch extrazellulär 
nachgewiesen werden, vor allem an der Grenze zwischen normalem und 
fibrotischem Lebergewebe (Bedossa et al., 1995). Da HCC in bis zu 90% der Fälle 
aus zirrhotischer Leber entstehen (Allgaier, 2002), könnte hier eine molekulare 
Entsprechung zu morphologischen Veränderung der Zellen vorliegen. Es wäre 
möglich, daß die Überexpression von TGF-β1 durch die Karzinomzellen für die 
Überexpression von Smad7 verantwortlich ist, denn in kürzlich erschienenen 
Arbeiten unserer eigenen und anderer Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, daß 
die Expression von Smad7 durch TGF-β induzierbar ist. Dabei ist die Bindung der 
TGF-β-abhängigen Transkriptionsfaktoren Smad 2/3/4 an SBE und E-Box für die 
Aktivierung des Smad7-Promotors  erforderlich, und weitere Transkriptionsfaktoren 
wie AP-1 und SP-1 sind ebenfalls beteiligt (Stopa et al., 2000a; Brodin et al., 2000; 
Denissova et al., 2000; Nagarajan et al., 1999). Damit wären die Tumorzellen TGF-β-
abhängig durch Überexpression von Smad7 gegen den Tumorsuppressoreffekt von 
TGF-β resistent. Ein solcher Zusammenhang muß jedoch z.B. durch Analyse von 
Smad7-exprimierenden HCC-Linien (HepG2, Hep3B) erst gezeigt werden. 
Zusätzlich könnte die Freisetzung von TGF-β das Tumorgewebe umgebende 
normale Zellen tumorbegünstigend beeinflussen (e.g. Proliferationshemmung). 
Außerdem wirkt TGF-β Angiogenese-fördernd, was zu einer guten Gefäßversorgung 
und damit gleichzeitig zu einem guten Nährstoffangebot für den Tumor führt. Die 
immunsupprimierenden Effekte von TGF-β bedeuten einen weiteren Vorteil für 
maligne Zellen, und sie entgehen eher einem Angriff durch das Immunsystem. In 
Pankreaskarzinomen z.B. führt die Überexpression von TGF-β zu einer größeren 
Aggressivität und einem schnelleren Fortschreiten der Krankheit (Kleeff et al., 1999).  
 
Das heißt die Überexpression von Smad7 in den Tumorzellen ist möglicherweise 
eine Strategie dieser Zellen, sich selbst vor den wachstumshemmenden Effekten von 
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TGF-β zu schützen. Sie machen sich selbst resistent gegen das Zytokin, um auf 
diese Weise die Wirkung von TGF-β umzuleiten auf das umgebende Gewebe und 
um sich damit selbst optimierte Bedingungen für die Tumorprogression 
bereitzustellen. 
  
In der Leber wird TGF-β normalerweise von nicht-parenchymatösen Zellen 
produziert. Normale Hepatozyten synthetisieren kein TGF-β. HuH7 (HCC-Zellinie) 
und HepG2 (Hepatom-Zellinie) produzieren dagegen TGF-β (Matsuzaki et al., 2000). 
Autokrine Stimulation durch endogenes TGF-β hindert normalerweise die betroffenen 
Zellen am Wachstum, kann aber gleichzeitig einen raschen Anstieg von Smad7 
induzieren (Matsuzaki et al., 2000). Dies wiederum führt zu einem erhöhten 
Schwellenwert für dessen antiproliferative Signale. In COLO-357-Zellen, einer 
Pankreaskarzinom-Zellinie mit Smad7-Überexpression, konnte TGF-β das Wachstum 
nicht mehr hemmen (Kleeff et al., 1999). Auch die meisten Lungenkarzinom-Zellinien 
haben die Sensitivität gegenüber den wachstumshemmenden Effekten von TGF-β 
verloren. Die insensitiven Zellinien kann man hier unterteilen in eine Gruppe, die den 
TGF-β-Rezeptor II und Smad7 gleichzeitig exprimiert, und in eine andere Gruppe, die 
weder den Rezeptor noch Smad7 exprimiert (Osada et al., 2001). In der ersten 
Gruppe kann man von einer intakten Signalkaskade ausgehen, in der zweiten ist sie 
wahrscheinlich gestört.  
 
4.4. Mutationsanalyse der Smad7-Promotorregion 
 
Als weiteren möglichen Mechanismus für eine konstitutive Überexpression von 
Smad7 in HCC sind Mutationen im Promotor des Smad7-Gens denkbar. 
Insbesondere die Region  von Position –417 bis –275 ist hochkonserviert und bei 
Mensch, Ratte und Maus nahezu gleich. Einzige Ausnahme ist ein Poly-T-stretch, 
der bei den verschiedenen Spezies zwischen 12 und 15 bp variiert. Diese starke 
Konservierung legt eine bedeutende Rolle der Region nahe. Es befinden sich dort 
funktionell wichtige Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren wie z.B. das SBE, eine 
E-box und Bindungsstellen für AP1 und SP1. In Reportergen-Analysen konnte 
unsere Arbeitsgruppe zeigen, daß Mutationen in der E-box oder im SBE zu einem 
Verlust der Induzierbarkeit des Promotors durch TGF-β führen. In ähnlicher Weise ist 
aufgrund der hohen Konservierung dieses Bereiches zu erwarten, daß 
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Veränderungen der DNA-Sequenz funktionelle Folgen haben werden. In keiner der 
untersuchten Proben konnte jedoch eine Mutation gefunden werden, so daß eine 
Veränderung des Promotors in der hochkonservierten Region als Grund für die 
vorliegende Smad7-Überexpression auszuschließen ist. Es ist darüber hinaus 
unwahrscheinlich, daß eine Mutation in den kodierenden Bereichen der Gene der 
Antagonisten von TGF-β zu einer verstärkten Aktivierung derselben führt. Es 
kommen allerdings epigenetische Mechanismen wie DNA-Methylierung oder 
Veränderungen der Chromatin-Struktur als Verursacher für eine Überexpression oder 
einen Funktionsverlust in Frage. In TGF-β-insensitiven Lungenkarzinom-Zellinien 
wurden im TGF-β-RII-Gen Veränderungen der DNA-Methylierung sowie 
Veränderungen der Histon-Acetylierung der TGF-β-RII-Promotor-Region gefunden. 
Es wäre denkbar, daß Veränderungen der epigenetischen Mechanismen im Smad7-
Gen oder in dessen Promotorregion zu einer Überexpression führen. In einer 
Folgearbeit zur vorliegenden Dissertation werden derzeit Untersuchungen zur 
Methylierung der DNA in der Promotorregion angestellt.  
 
 
 
 
4.5. Smad7 und HBV/HCV 
 
Die weltweit häufigsten Ursachen für ein HCC sind Infektionen mit den Hepatitis-
Viren B und C. Verschiedene Mechanismen führen zu einer chronischen Schädigung 
der Leber. Einerseits zerstören zytotoxische T-Zellen die infizierten Hepatozyten, 
andererseits schädigen intrazelluläre Einschlüsse, die durch die Expression viraler 
Proteine entstehen, die Leberzellen. Meistens entwickelt sich zuerst eine 
Leberzirrhose, auf deren Boden dann gute Voraussetzungen für eine maligne 
Transformation herrschen. Möglicherweise trägt aber die Infektion mit einem der 
Viren direkt zur Karzinogenese bei. Bei der Mehrzahl der Patienten mit aktiver oder 
abgelaufener HBV-Infektion läßt sich im HCC-Gewebe HBV-DNA nachweisen, die in 
das Genom der Tumorzellen integriert ist. Es lassen sich eine Vielzahl von 
Veränderungen wie Deletionen, Inversionen, Duplikationen und Translokationen 
erkennen. Die Integration von HBV-DNA erfolgt unselektiv an einer oder mehreren 
zufälligen Stellen des Genoms und führt dadurch vermutlich zu einer erhöhten 
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genomischen Instabilität. Außerdem scheint die Transaktivierung mit dem HBV-X-
Protein bei der Zelltransformation eine nicht unwichtige Rolle zu spielen. Dieses 
Protein ist in der Lage verschiedene virale und zelluläre Gene wie c-jun, c-myc, IFNβ 
und MHC-I zu aktivieren. Ebenso betroffen sind die Transkriptionsfaktoren CREB und 
ATF2, außerdem DNA-Elemente, die Gene regulieren, wie κB, AP1 und AP2. Es ist 
nicht unwahrscheinlich, daß die vorliegende Expression von Smad7 in maligne 
transformierten Hepatozyten durch eine Infektion mit HBV begünstigt wird. Im 
Promotor von Smad7 ist unter anderem ein AP1-Element vorhanden, das 
möglicherweise durch das X-Protein des Virus beeinflußt wird. 
In den von uns durchgeführten Analysen sind HCC von zwei Gruppen von Patienten 
untersucht worden. Die Patienten der einen Gruppe waren mit dem Hepatitis-B-Virus 
infiziert (6 Patienten), die Patienten der anderen Gruppe waren nicht infiziert (14 
Patienten). Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Höhe der Expression von 
Smad7 oder in dem Anteil der Tumoren, in denen Smad7 überexprimiert wurde 
(HBV-positiv: in 83% der Fälle Überexpression von Smad7, HBV-negativ: in 79% der 
Fälle Überexpression von Smad7). Aus unseren Studien ergeben sich daher keine 
Hinweise auf einen Unterschied im Expressionsverhalten von Smad7 in HCC mit 
oder ohne HBV-Infektion.  
Klinische Studien zeigen allerdings, daß HCC-Patienten, die mit dem HBV-Virus 
infiziert sind, eine schlechtere Prognose haben als nicht-infizierte Patienten. Das 
Risiko für Rezidive ist erheblich höher (Qin und Tang, 2002). 
 
 
 
4.6. Die Leberfibrose als Vorstufe zum HCC 
 
Die chronische Hepatitis C führt am ehesten allein über den Vorgang der 
chronischen Leberzellschädigung mit erhöhtem Hepatozytenturnover und 
Entwicklung einer Leberzirrhose zum HCC.  
So entwickeln sich 60-90% der HCC in zirrhotisch vorgeschädigter Leber. Die 
Fibrose ist durch den Anstieg und die molekulare Reorganisation von Komponenten 
der extrazellulären Matrix (ECM) charakterisiert. Die aktivierte Form der hepatischen 
Sternzelle (HSC), der Myofibroblast (MFB), ist für die massive Ablagerung von ECM 
in der Leber verantwortlich. Die Transformation von HSC zu MFB wird durch Zytokine 
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vermittelt. Durch seine Effekte auf die Differenzierung von HSC zu MFB, die 
Stimulation der Expression fast aller Komponenten der ECM und die Hemmung der 
Degradation der Bindegewebsbestandteile spielt TGF-β dabei eine wichtige Rolle 
(Dooley et al., 2000). Eine experimentell erzeugte Überexpression von Smad7 
konnte die Bleomycin-induzierte Lungenfibrose bei Mäusen verhindern (Nakao et al., 
1999). Das ließ vermuten, daß Smad7 auch antifibrotische Wirkung in der Leber 
besitzt, was kürzlich in einem experimentellen Fibrosemodell gezeigt werden konnte 
(Dooley et al., 2003). Wenn man die Leberfibrose als Vorstufe zum HCC betrachtet, 
hätte in diesem Fall TGF-β eine Wirkung, die die Entwicklung hin zu maligner 
Entartung vorantreibt. Smad7 hingegen würde protektiv wirken.  
In unseren Untersuchungen war Smad7 in den HCC, die in zirrhotischer Leber 
entstanden waren, und in denen, die in nicht-zirrhotischer Leber entstanden waren, 
gleichermaßen überexprimiert. Es gab weder einen signifikanten Unterschied in 
Bezug auf die Häufigkeit der Überexpression (von den Proben aus nicht-zirrhotischer 
Leber waren 79% überexprimiert, von den Proben aus zirrhotischer Leber waren 
83% überexprimiert) noch auf die Höhe der Expression in den zwei verschiedenen 
Gruppen. Wenn sich der Tumor bereits manifestiert hat, scheint es daher keinen 
Unterschied zu geben und die protektive Wirkung von Smad7 aufgehoben zu sein. 
Von Bedeutung ist dabei sicherlich auch, in welchem Zelltyp (Hepatozyt oder HSC) 
Smad7 überexprimiert wird. Um Aufschluß über die Bedeutung von endogenem 
Smad7 bei der Entwicklung der Leberfibrose zu erhalten, müßte die Expression 
vergleichend spezifisch in HSC bzw. Hepatozyten untersucht werden. Auch diese 
Untersuchungen werden zur Zeit durchgeführt.  
 
 
 
4.7. Der TGF-β-Antagonist Smad7 - ein hepatozelluläres Onkogen?  
  
TGF-β war der erste beschriebene spezifische Inhibitor der Leberzellregeneration. 
Das Zytokin wird in der Regel nicht von Hepatozyten produziert, sondern von nicht-
parenchymatösen Zellen, wie beispielsweise den hepatischen Sternzellen. In den 
Hepatozyten sorgt TGF-β für einen Stop der DNA-Synthese und induziert Apoptose. 
Es kommt zu Wachstumsarrest und verminderter Proliferation. Aufgrund dieser 
Eigenschaften gehört TGF-β einschließlich der an seiner Signalkaskade beteiligten 
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Komponenten zu den Tumorsuppressor-Proteinen. Es wurde herausgefunden, daß 
viele Karzinome TGF-β-refraktär sind, entweder aufgrund eines genetischen 
Verlustes von Bestandteilen des TGF-β-Signalwegs oder aufgrund anderer 
Störungen der Signaltransduktion. Nach neueren Erkenntnissen spielt TGF-β 
mindestens eine Doppelrolle im Prozeß der Karzinogenese. Der Verlust von TGF-β-
Signaltransduktoren wie TGF-β-RII oder Smad4 in frühen Stadien der 
Tumorentwicklung führt zu schnellem Zellwachstum. Die erhöhte Zellteilungsrate 
vergrößert die Wahrscheinlichkeit weiterer Mutationen und zytogentischer 
Veränderungen, die zur Tumorprogression führen. Häufiger kommt es jedoch vor, 
daß der TGF-β-Signalweg intakt ist. Diese Tumoren zeigen eine höhere Aggressivität 
des lokalen Wachstums, eine erhöhte Bereitschaft zur Gefäßinvasion und eine 
erhöhte Metastasierungsrate.  
TGF-β fördert die reversible EMT (epithelial-to-mesenchymal transformation), die den 
Tumorzellen die Metastasierung erleichtert. Die EMT erlaubt den Zellen, den 
primären Tumor zu verlassen und in den Kreislauf zu gelangen, um sich dann an 
entfernten Stellen des Körpers anzusiedeln. Darüber hinaus ist TGF-β an 
Angiogenese und Immunsuppression beteiligt. Das sind alles Faktoren, die dem 
Tumor Vorteile für seine Entwicklung und seine Ausbreitung bringen und die in 
späteren Stadien der Tumorgenese eine große Rolle spielen (Akhurst und Derynck, 
2001; Akhurst and Balmain, 1999; Reiss 1999).  
Inzwischen gibt es Hinweise darauf, daß Mutationen in der TGF-β-Signalkaskade, die 
zu einem Abbruch der Signaltransduktion führen, einen tumorprotektiven Effekt 
haben können. HNPCC mit einem funktionslosen TGF-β-RII haben eine bessere 
Prognose als solche mit einer intakten TGFβ-Signalkette (Markowitz et al., 1995). 
Kolonkarzinome, in die experimentell ein funktionierender TGF-β-RII eingebracht 
wurde, zeigten zwar eine Reduktion des Wachstums, aber Invasion und 
Metastasierung nahmen zu (Oft et al., 1998). Möglicherweise ist der Beitrag von 
TGF-β zur Tumor-Progression sogar höher zu bewerten als seine 
tumorsupprimierende Wirkung.  
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Überexpression des TGF-β-
Antagonisten Smad7 in 80% der untersuchten HCC im Vergleich zum normalen 
Lebergewebe. In den immunhistochemischen Untersuchungen war eine 
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Überexpression von Smad7 in malignen Hepatozyten nachweisbar. Smad7 kann zur 
Tumor-Progression beitragen, indem es in den neoplastischen Hepatozyten, in 
denen es überexprimiert wird, den wachstumshemmenden Effekten von TGF-β 
ausschaltet. Es wird so eine Resistenz der Tumorzellen gegenüber TGF-β erzielt, die 
normalen Zellen hingegen werden am Wachstum gehindert. Außerdem ist es 
möglich, daß Smad7 die malignen Zellen vor der TGF-β-induzierten Apoptose 
bewahrt. Andererseits könnte die Überexpression von Smad7 eine protektive anti-
Tumor-Wirkung haben, indem es die Progression von Tumorzellen hin zu invasivem 
Verhalten blockiert. Diese Fragen sind unbeantwortet. Der Mechanismus, der die 
Überexpression von Smad7 veranlasst, liegt nicht in einer Mutation in der 
Promotorregion des Smad7-Gens begründet. Im Gen selbst wurde sowohl von 
Kawate und Mitarbeitern wie auch mit unseren eigenen Proben ebenfalls keine 
Mutation gefunden (Kawate et al., 2001). Eventuell sind epigenetische Mechanismen 
wie DNA-Methylierung oder Veränderungen der Chromatinstruktur beteiligt. 
Möglicherweise ist die Überexpression von Smad7 in HCC eine Folge der 
Überexpression von TGF-β durch die Karzinomzellen, die in verschiedenen Arbeiten 
berichtet wurde (Bedossa et al., 1995; Osada et al., 2001; Jong et al., 2002).  
 
TGF-β zeigt auch bei der Tumorentstehung, daß es ein vielseitiges Molekül ist. 
Zuerst  wirkt es als Tumorsuppressor, später als Schrittmacher der 
Tumorentwicklung. Für Smad7 kann man einen diesbezüglich jeweils 
antagonistischen Effekt annehmen. Unabhängig vom Tumorstadium schützt es die 
malignen Zellen vor einer zu starken Wachstumshemmung durch TGF-β. Damit 
leistet Smad7 einen entscheidenden Beitrag zur lokalen Ausbreitung von malignen 
Tumoren.   
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5. Ausblick  
 
Die Ursachen für die Entstehung eines malignen Tumors sind sehr variabel. Bei den 
Hepatozellulären Karzinomen existiert sogar innerhalb der Gruppe große 
Heterogenität. Es wurde eine große Anzahl genetischer Veränderungen gefunden, 
die in den Tumoren in unterschiedlicher Kombination vorliegen. Das bedeutet, daß 
fast jeder einzelne Tumor prinzipiell eine maßgeschneiderte Therapie benötigt. Dafür 
ist zunächst eine präzise Diagnostik erforderlich. Vielleicht kann man in Zukunft 
aussagekräftige Gen- und Proteinexpressionsprofile aus asserviertem Tumorgewebe 
erstellen. Die Hybridisierung von Tumor-RNA mit komplementären DNA-Klonen auf 
cDNA-Microarrays könnte die simultane Bestimmung der Expression tausender 
Gene möglich machen. Solch ein Expressionsprofil könnte dann als Grundlage für 
die Therapie dienen.  
Das TGF-β-System ist bei einem großen Anteil der HCC beteiligt. In vielen HCC wird 
TGF-β überexprimiert. Mittlerweile ist es möglich TGF-β im Serum und im Urin zu 
bestimmen. In Studien wurden bei HCC-Patienten im Vergleich zu gesunden 
Kontrollgruppen und Patienten mit benignen Lebererkrankungen erhöhte TGF-β1-
Werte im Urin und im Serum festgestellt (Allgeier 2002). Es wäre daher möglich, die 
Bestimmung von TGF-β1 als Tumormarker für HCC einzusetzen.  
Bevor Versuche gemacht werden therapeutisch ins TGF-β-System einzugreifen, 
sollten sehr differenzierte Überlegungen angestellt werden. Da TGF-β sowohl das 
Wachstum hemmt als auch zur Tumor-Progression und zur Metastasierung beiträgt, 
sollten beide Seiten berücksichtigt werden. Es wäre erstrebenswert, die TGF-β-
induzierte Apoptose in den Tumorzellen aufrecht zu erhalten, aber die Wirkung auf  
Invasion und Metastasierung zu unterdrücken, ebenso die auf Angiogenese und 
Immunsuppression. Da Smad7 die Tumorzellen vor der wachstumshemmenden 
Wirkung von TGF-β schützt, wäre hier ein Angriffspunkt denkbar. Smad7 müßte 
selektiv in den Tumorzellen ausgeschaltet werden, damit diese wieder einer 
Regulation durch TGF-β zugänglich gemacht werden können. Möglich wäre das 
beispielsweise durch eine Genblockade mit si-RNAs oder durch interferierende 
Proteine.  
Da aber bisher noch keine effektive Therapie für HCC zur Verfügung steht, spielt die 
Prävention der Lebererkrankungen bzw. der Leberzirrhose eine sehr wichtige Rolle. 
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Es ist entscheidend auf die Vermeidung von Hepatotoxinen sowie einen Schutz 
gegen Hepatitisviren zu achten. Eine besondere Bedeutung unter diesen 
Maßnahmen nimmt die Impfung gegen das Hepatitis-B-Virus ein, die einen sehr 
effektiven Schutz bietet. 
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6. Zusammenfassung 
 
Mitglieder der TGF-β-Familie üben ihren Einfluß auf die Zelle über eine intrazelluläre 
Signalkaskade aus, an der sog. Smad-Proteine beteiligt sind. TGF-β bindet an den 
TGF-β-Rezeptor II, dieser bildet daraufhin einen Komplex mit dem TGF-β-Rezeptor I. 
TGF-β-Rezeptor I phosphoryliert über eine intrazelluläre Typ-I-Rezeptor-Kinase 
Smad2 und Smad3. Die aktivierten Smad2/3 bilden einen Komplex mit Smad4, 
dieser Komplex gelangt in den Zellkern und reguliert dort die Expression 
verschiedener Gene. Gleichzeitig wird durch TGF-β im Sinne einer negativen 
Rückkoppelung die Expression seines Antagonisten Smad7 induziert. Smad7 
blockiert die Phosphorylierung von Smad2/3 und verhindert so eine überschießende 
Reaktion. Durch TGF-β kommt es zu einem Arrest des Zellzyklus in der  G1-Phase 
und damit zu einer Hemmung des Wachstums und der Proliferation. Viele 
Tumorzellen sind resistent gegenüber TGF-β-vermittelter Wachstumshemmung. In 
verschiedenen TGF-β-insensitiven menschlichen Tumoren wurden Mutationen von 
TGF-β-RII, Smad2 und Smad4 gefunden, die zu einer Unterbrechung der TGF-β-
Signaltransduktion führen. Die Vermutung liegt nahe, daß sowohl TGF-β-RII als auch 
Smad4 eine Tumorsuppressor-Funktion haben. In Hepatozellulären Karzinomen 
waren diese Veränderungen seltener als beispielsweise in Pankreas- oder 
Kolonkarzinomen. Sie sind aber zu einem großen Teil ebenfalls TGF-β-resistent. 
Eine mögliche Ursache für diese Resistenz wäre die Überexpression des TGF-β-
Antagonisten Smad7. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in menschlichen HCC die 
Expression von Smad7 untersucht. In 16 von 20 analysierten HCC war Smad7 im 
Vergleich zum normalen Lebergewebe der gleichen Patienten überexprimiert. 
Darüber hinaus wurde eine hochkonservierte Region im Promotor des Smad7-Gens 
auf Mutationen hin untersucht. Diese Region ist bei Mensch, Ratte und Maus gleich 
und ist wichtig für die basale Aktivität des Promotors und die TGF-β-abhängige 
Aktivierung des Gens. Es wurden keine Mutationen des Promotors in den HCC 
gefunden. Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, daß die Überexpression 
von Smad7 in HCC eine mögliche Strategie der Tumorzellen ist, um den 
wachstumshemmenden Einflüssen von TGF-β zu entkommen. Mutationen in der 
hochkonservierten Region des Promotors sind dabei nicht die Ursache für die 
Überexpression von Smad7.  
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8. Abkürzungen 
 
AMH  Anti-Müller-Hormon 
AP1  activator proteine 1 
BMP  bone morphogenetic proteine 
bp  base pair  
CDK  cyclin dependent kinase  
cDNA  complementary DNA 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DPC  deleted in pancreatic carcinoma 
dpp  decapentaplegic 
EGF  epidermal growth factor 
EMT  epithelial-to-mesenchymal transformation  
GAPDH Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
HCC  Hepatozelluläres Karzinom 
HNPCC hereditary non polyposis colon cancer 
HSC              hepatic stellate cell 
  
IFN  Interferon 
IGF  insulin like growth factor 
IL  Interleukin 
LOH  loss of heterozygosity 
MH  Mad homology 
PCR  polymerase chain reaction 
PD-ECGF platelet derived endothelial cell growth factor 
RB  Retinoblastom-Gen 
RNA  ribonucleic acid 
rpm  rotations per minute 
RT  Reverse Transkriptase 
SBE  Smad binding element 
TGFβ  transforming growth factor β 
TNFα  Tumor-Nekrose-Faktor α 
UICC  Union Internationale Contre le Cancer 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
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